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(57) Abstract 

The invention relates to the production of novel 
proteins exhibiting bonding activity for certain ligands, 
the so-called anticalins. To this end, the structure of 
peptides of the lipocalin family is modified by amino acid 
replacement in their natural ligand binding pocket using 
genetic engineering methods. Alike immunoglobulin, the 
anticalin thus obtained can be used to identify or bond 
molecular structures. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung bezieht sich auf die Herstellung 
neuer Proteine mit Bindungsaktivitat ftlr vorgegebene 
Liganden, sogenannte Anticaline. Dazu wird die 
Struktur von Polypeptiden der Lipocalinfamilie durch 
Austausch von Aminos^uren in deren natiirlicher 
Liganden-Bindungstasche mittels genlechnischer 
Methoden abgewandelt. Dabei werden die Anticaline 
erhalten, die ahnlich wie die Immunglobuline zur 
Erkennung oder Bindung molekularer Stnikturen 
eingesetzt werden kOnnen. 




0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 



LEDIGUCH ZUR INFORMATION 

Codes zur Identifiziening von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbogen der Schriften, die Internationale Anmeldungen gemSss dem 
PCT verdffcntlichen. 



AL 


Albanten 


ES 


Spanien 


LS 


Lesotho 


SI 


Slowenien 


AM 


Aimenien 


FI 


Finnland 


LT 


Litauen 


SK 


Slowakei 


AT 


Osteireich 


FR 


Frankreich 


LU 


Luxemburg 


SN 


Senegal 


AU 


Australien 


GA 


Gabun 


LV 


Lettland 


sz 


Swasiland 


AZ 


Aserbaidschan 


GD 


Vcreinigtcs Kdnigreich 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad 


BA 


Bosnien-Herzegowina 


GE 


Georgien 


MD 


Republik Moldau 


TG 


Togo 


BB 


Barbados 


GH 


Ghana 


MG 


Madagaskar 


TJ 


Tadschikistan 


BE 


Bclgicn 


GN 


Guinea 


MK 


Die ehemalige jugoslawische 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Griechenland 




Republik Mazedonien 


TR 


TDrkei 


BG 


Bulgarien 


HU 


Ungam 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad und Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Trland 


MN 


Mongoici 


UA 


Ukraine 


BR 


Brasilien 


IL 


Israel 


MR 


Mauretanien 


UG 


Uganda 


BY 


Belarus 


IS 


Island 


MW 


Malawi 


US 


Vereinigte Staaten von 


CA 


Kanada 


IT 


Italien 


MX 


Mexiko 




Amerika 


CF 


Zentralafrikanische RepubHk 


JP 


Japan 


NE 


Niger 


uz 


Usbekistan 


CG 


Kongo 


KE 


Kenia 


NL 


Niederlande 


VN 


Vietnam 


CH 


Schweiz 


KG 


Kirgisistan 


NO 


Norwegen 


YU 


Jugoslawien 


CI 


C6te d'lvoire 


KP 


Demokratische Volksrepublik 


NZ 


Neuseeland 


zw 


Zimbabwe 


CM 


Kamenin 




Korea 


PL 


Polen 






CN 


China 


KR 


Republik Korea 


PT 


Portugal 






cu 


Kuba 


KZ 


Kasachstan 


RO 


Rum^ien 






cz 


Tschechische Republik 


LC 


St. Lucia 


RU 


Russische FOderation 






DE 


Deutschland 


LI 


Liechtenstein 


SD 


Sudan 






DK 


DSncmark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Schweden 






EE 


Estland 


LR 


Liberia 


SG 


Singapur 







wo 99/16873 



PCT/DE98/02898 



1 

Anticaline 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Polypeptide, Verfahren 
zu ihrer Herstellung sowie ihre Verwendung zur Bindung oder 
Erkennung vorgegebener Liganden. 

Die Lipocaline (Pervaiz and Brew, FASEB J. 1 (1987), 209-214) 
sind eine Familie kleiner, oft monomerer sekretorischer 
Proteine, die aus unterschiedlichen Organismen isoliert 
wurden, und deren physiologische Rolle in der Speicherung oder 
dem Transport verschiedener Liganden, wie auch in komplexeren 
biologischen Funktionen besteht (Flower, Biochem. J. 318 

(1996) , 1-14) . Die Lipocaline weisen untereinander relativ 
geringe Sequenzahnlichkeit auf , und ihre Zugehorigkeit zu 
derselben Proteinstrukturf amilie wurde erst durch die 
Rontgenstrukturanalyse aufgedeckt (Sawyer et al . , Nature 327 

(1987) , 659) . 

Das erste Lipocalin mit bekannter Raumstruktur war das 
menschliche Retinol-Bindungsprotein, Rbp, das den Transport 
des wasserunloslichen Vitamin A im Blutserum bewirkt (Newcomer 
et al., EMBO J. 3 (1984), 1451-1454). Kurze Zeit spater wurde 
die Tertiarstruktur des Bilin-Bindungsproteins, Bbp, aus dem 
Schmetterling Pieris brassicae aufgeklart (Huber et al., J. 
Mol. Biol. 195 (1987), 423-434). Anhand der Raumstruktur 
dieses Lipocalins, die in Figur lA schematisch wiedergegeben 
ist, lassen sich die wesentlichen Strukturmerkmale dieser 
Proteinklasse erlautern. Zentrales Element in der 
Faltungsarchitektur der Lipocaline ist die zylindrische 
Faltblattstruktur, das sogenannte p-Barrel, die sich aus acht 
nahezu kreisformig angeordneten antiparallelen p- 
Faltblattstrangen zusammensetzt . 

Dieses Supersekundarstrukturelement laSt sich auch als 
"Sandwich" -Anordnung zweier vierstrangiger p- 
Faltblattstrukturen auffassen. Zusatzliche Strukturelemente 
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sind eiri gestrecktes Segment am Aminoterminus der 
Polypeptidkette und eine a-Helix in der Nahe des 
Carboxyterminus, die wiederum von einem gestreckten Segment 
gefolgt ist. Diese zusatzlichen Merkmale sind jedoch nicht 
notwendigerweise in alien Lipocalinen ausgepragt . So fehlt z. 
B. ein erheblicher Teil des N-terminalen Segments in dem 
epididymalen Retinsaure-Bindungsprotein (Newcomer, Structure 1 
(1993), 7-18). Ferner sind auch zusatzliche, spezielle 
Strukturelemente bekannt, wie beispielsweise Membrananker 
(Bishop und Weiner, Trends Biochem. Sci. 21 (1996), 127), die 
nur in bestimmten Lipocalinen vorkommen. 

An einem Ende ist das p-Barrel durch dichte Aminosaurepackung 
sowie durch Schleif ensegmente verschlossen . Am anderen Ende 
bildet das P-Barrel eine Bindungstasche, in der der jeweilige 
Ligand des Lipocalins komplexiert wird. Dort sind die acht 
benachbarten antiparallelen p-Faltblattstrange jeweils 
paarweise durch Kehren in der Polypeptidkette verbunden, die 
zusammen mit den angrenzenden Aminosauren, die sich teilweise 
noch im Bereich der zylindrischen Faltblattstruktur befinden, 
jeweils ein Schleif ensegment bilden. Die Bindungstasche fur 
den Liganden wird von diesen insgesamt vier Peptidschleif en 
gebildet. Im Fall des Bbp wird das Biliverdin IXy in dieser 
Bindungstasche komplexiert. Ein anderer typischer Ligand fur 
Lipocaline ist das Vitamin A im Fall des Rbp wie auch des P- 
Lactoglobulins (Papiz et al., Nature 324 (1986), 383-385). 

Gegenuberstellungen der Sequenzen von verschiedenen Vertretern 
der Lipocalinfamilie sind unter anderem in der 
Veroffentlichung von Cowan et al. (Proteins: Struct., Funct., 
Genet. 8 (1990), 44-61) und in dem Ubersichtsartikel von 
Flower (FEBS Lett. 354 (1994), 7-11) zu finden. Unter den 
derzeit weit mehr als 20 unterschiedlichen bekannten 
Lipocalinen befinden sich vor allem zwei menschliche Proteine, 
die bereits naher biochemisch charakterisiert wurden: das 
Retinol-Bindungsprotein und das Apolipoprotein D, ApoD (Yang 
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et al., Biochemistry 33 (1994), 12451-12455). Das ApoD ist 
besonders interessant, da es enge strukturelle Verwandtschaf t 
mit dem oben erwahnten Bbp aufweist (Peitsch und Boguski, New 
Biologist 2 (1990), 197-206). 

Ein klassisches Beispiel fur Proteine, die mittels nicht 
kovalenter Wechselwirkungen Liganden selektiv binden, stellen 
die Antikorper, d. h. Immunglobuline, dar. Diese Proteine 
spielen als Reagenzien auf den Gebieten der Biotechnologie, 
der Medizin, der Bioanalytik sowie ganz allgemein in den 
Biowissenschaf ten eine herausragende Rolle. Trotz der Vielfalt 
der gegebenen Einsatzmoglichkeiten im Zusamtnenhang mit der 
Erkennung, Bindung oder TVbtrennung von Liganden werden heute 
beinahe ausschlieSlich Immunglobuline fur entsprechende Zwecke 
eingesetzt. Die Anwendung anderer Proteine mit definierten 
Liganden-Bindungseigenschaften, wie z. B. der Lektine, ist 
dagegen auf Spezialfalle beschrankt geblieben. 

Spezifische Antikorper lassen sich gegen verschiedenartigste 
Zielstrukturen, sogenannte Haptene bzw. Antigene, gezielt 
herstellen. Neben dem inzwischen allgemein etablierten 
Verfahren zur Produktion monoklonaler Antikorper werden dazu 
neuerdings auch biosynthetische Methoden eingesetzt, 
beispielsweise unter Verwendung der "Phage Display" -Technik 
(Hoess, Curr. Opin. Struct. Biol. 3 (1993), 572-579; Wells and 
Lowraan, Curr. Opin. Struct. Biol. 2 (1992), 597-604). Ist erst 
einmal die genetische Information fiir die Bindungsregion 
(variable Domanen VH und VL) eines Immunglobulins mit der 
gewiinschten Hapten- oder Antigenspezif itat bekannt, so stehen 
dem Fachmann fiir die Produktion dieses Antikorpers, seiner 
Fragmente oder davon abgeleiteter Hybridproteine zahlreiche 
gentechnische Verfahren unter Verwendung von eukaryontischen 
Oder bakteriellen Expressionssystemen zur Verfiigung. Dennoch 
zeichnen sich mitunter Nachteile beim praktischen Einsatz 
dieser Proteinklasse ab. 

Beispielsweise ist es bei medizinischen Anwendungen wie z. B. 
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dem "Tumor Imaging" oder dem "Drug Targeting" (Chester und 
Hawkins, Trends Biotechnol. 13 (1995) 294-300) vmnschenswert , 
moglichst kleine Bindungsdomanen einzusetzen, da man sich 
davon eine verbesserte Gewebepenetration verspricht. Nach 
5 allgemeiner Ansicht ist das Fv-Fragment, welches sich aus der 
variablen Domane der leichten Polypeptidkette (VL) und der 
variablen Domane der schweren Polypeptidkette (VH) eines 
Antikorpers zusammensetzt , in der Regel das kleinste 
Immunglobulinf ragment , welches eine strukturell intakte 
10 Antigen-Bindungsstelle ausbildet. Typischerweise besteht ein 
Fv-Fragment allerdings aus ungefahr 240 Aminosauren, so daS 
ein solches Protein immer noch verhaltnismaSig groSe 
Molekuldimensionen auf weist . 

15 Des weiteren kann der Aufbau der Antikorper aus zwei 

verschiedenen Polypeptidketten (leichte und schwere Kette) zu 
uneirwunschten Effekten fiihren. Da jeweils ein Paar kodierender 
Regionen kloniert und ggf . exprimiert werden muS, ist die 
gentechnische Produktion und Handhabung im Vergleich zu 

20 Proteinen aus einer einzelnen Polypeptidkette erschwert . Zudem 
hat sich gezeigt, daS Fv-Fragmente nicht selten uber geringe 
proteinchemische Stabilitat verfugen, da ihre VL- und VH- 
Domanen bloS iiber nicht kovalente Wechselwirkungen aneinander 
gebunden sind. Mit verschiedenen Strategien wurde daher schon 

25 versucht, die Assoziation der beiden variablen Domanen in dem 
heterodimeren Fv-Fragment zu stabilisieren. Eine dieser 
Methoden bedient sich der Verknupfung der beiden 
Polypeptidketten auf der Ebene der Translation, wobei 
sogenannte scFv-Fragmente (Bird und Walker, Trends Biotechnol. 

30 9 (1991), 132-137) erhalten werden. Allerdings hat sich 

gezeigt, daS diese Vorgehensweise mitunter andere Nachteile 
mit sich bringt, wie zum Beispiel EinbuSen in der Affinitat 
fiir den Liganden oder ein unerwiinschtes 

Oligomerisierungsverhalten (Desplancq et al., Protein Eng. 7 
35 (1994) , 1027-1033) . 



Der Erfindung liegt deshalb die Aufgabe zugrunde, andere 
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Polypeptidreagenzien, die wie die Antikorper spezifische 
Bindungseigenschaf ten fur vorgegebene Liganden aufweisen, zu 
entwickeln. Erf indungsgemaS wird diese Aufgabe gelost mit den 
Anticalinen, die herstellbar sind ausgehend von Polypeptiden 
5 der Lipocalinf amilie, indem Aminosauren im Bereich der vier 
Peptidschleifen, die an einem Ende der zylindrischen 
Faltblattstruktur angeordnet sind, mutiert werden, und die 
dadurch charakterisiert sind, daS sie einen vorgegebenen 
Liganden mit bestinunbarer Affinitat binden. 

10 

Kin topographischer Vergleich des Verlaufs der Polypeptidkette 
in der Proteinf altung der Lipocaline mit den Fv-Fragmenten der 
Immunglobuline wird aus Figur 2 ersichtlich. In den 
Immunglobulinen wird die Bindungsstelle fur das Antigen von 

15 sechs strukturell hypervariablen Peptidschleif en, auch CDRs 
(engl.: Complementarity Determining Regions) genannt, 
gebildet. Beide variable Domanen, VH und VL, tragen drei CDRs 
zur Antigen-Bindungsstelle bei. Die beiden variablen Domanen 
bestehen jeweils aus zwei schichtartig angeordneten 

20 Faltblattstrukturen, die das strukturell konservierte Geriist 
bilden, welches die hypervariablen Peptidschleif en tragt . In 
dem Fv-Fragment entsteht so ein innerer und ein aufierer Ring 
von P-Faltblattstrangen, wobei zwei CDRs zwischen benachbarten 
Strangen des inneren Rings und vier CDRs zwischen Strangen des 

25 inneren und des auSeren Rings aufgespannt sind. 

Im Vergleich dazu sind die Liganden-Bindungsstellen der 
Lipocaline einfacher auf gebaut . In diesem Fall liegt nur ein 
Ring von 8 antiparallelen p-FaltblattstrSngen vor: das P- 

30 Barrel. Diese zyklische Faltblattstruktur ist in der 

Proteinf altung der Lipocaline konserviert. Die Bindungsstelle 
wird im Eingangsbereich des p -Barrels von den vier 
Peptidschleif en gebildet, die jeweils zwei benachbarte P- 
Faltblattstrange miteinander verbinden. Diese Peptidschleif en 

35 konnen sich in ihrer Struktur erheblich zwischen den einzelnen 
Mitgliedern der Lipocalinf amilie unterscheiden. 
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Trotz der scheinbaren Analogie im strukturellen Aufbau der 
Immunglobuline und der Lipocaline, d. h. konservierte 
Geriistbereiche einerseits und hypervariable, 

spezif itatsbestimmende Abschnitte andererseits, gibt es einen 
wesent lichen Unterschied zwischen diesen beiden 
Proteinklassen. Wahrend namlich im menschlichen Kdrper ca. 100 
Millionen verschiedene Antikorper zirkulieren und standig neu 
gebildet werden, bringt derselbe Organismus nur wenige 
verschiedene Lipocaline - wie z. B. das oben erwahnte Rbp oder 
das ApoD - hervor. Entstehen im Immunsystem eines Saugetiers 
durch somatische Genrekombination und Mutation fortwahrend 
Antikorper mit neuen Ant igenspezif itaten, so sind die 
Lipocaline im Gegensatz dazu im Verlauf der Evolution in der 
Struktur und Funktion ihrer jeweiligen Liganden- 
Bindungsstellen weitestgehend konserviert geblieben. Als 
Beispiel dafur kann das Rbp dienen, dessen Aminosauresequenz 
aus verschiedenen Organismen bekannt ist . Der Sequenzvergleich 
mit dem menschlichen Rbp (SWISS-PROT Datenbank-Zugrif f scode 
P02753) zeigt, daS beispielsweise zu dem Rbp des Schweins 
{SWISS-PROT Datenbank-Zugrif f scode P27485) blol^ 13 und zu dem 
des Rinds (SWISS-PROT Datenbank-Zugrif f scode P18902) blofS 14 
Unterschiede bestehen. Alle diese Aminosauresubstitutionen 
befinden sich zudem in der Raumstruktur fernab der 
Bindungsstelle fur das Retinol (s. die Figur 13 in der 
Verof fentlichung von Cowan et al., supra). 

In dem erf indungsgemaSen Verfahren wird diese Lucke zwischen 
den funktionellen Eigenschaf ten der Antikorper und der 
Lipocaline geschlossen, indem eine oder mehrere der vier 
Peptidschleifen, die die Liganden-Bindungsstelle eines 
Lipocalins bilden, einer Mutagenese unterzogen werden und im 
AnschluS daran solche Proteinvarianten (Muteine) ausgewahlt, 
d. h. selektiert werden, die die gewunschte Bindungsaktivitat 
fur einen vorgegebenen Liganden aufweisen. Die dabei 
erhaltenen Lipocalinmuteine werden hier als Ariticaline 
bezeichnet . 



wo 99/16873 



PCT/DE98/02898 



7 

Im folgenden wird an einem Beispiel, namlich dem Bbp, 
erlautert, was unter dem Begriff Peptidschleif en in dieser 
Erfindung anhand der Polypeptidsequenz verstanden werden soil. 
Die vier Peptidschleif en der Lipocaline, die bei der 
erf indungsgemafien Herstellung der Anticaline durch Mutagenese 
in ihrer Sequenz abgewandelt werden, sind durch diejenigen 
Abschnitte in der linearen Polypeptidsequenz gekennzeichnet , 
die die Aminosaurepositionen 28 bis 45, 58 bis 69, 86 bis 99 
und 114 bis 12 9 des Bbp umfassen. Diese Sequenzabschnitte 
beginnen jeweils vor dem C-Terminus eines der konservierten p- 
Faltblattstrange an der offenen Seite des p-Barrels, schlieSen 
die eigentliche Peptidkehre ein, und enden nach dem N-Terminus 
des in der Sequenz folgenden, ebenfalls konservierten P- 
Faltblattstrangs . 

Anhand verof f entlichter oder vom Fachmann selbst 
durchf uhrbarer Sequenz -Gegenuberstellungen (Alignments) oder 
Strukturuberlagerungen laSt sich die Definition der fur das 
Bbp angegebenen Sequenzpositionen auf andere Lipocaline 
ubertragen. Beispielsweise kann man aus der in Figur 3 
wiedergegebenen Sequenz-Gegenuberstellung, die dem von Peitsch 
und Boguski (New Biologist 2 (1990) , 197-206) verof fentlichten 
Alignment entspricht, ablesen, dafi die vier Peptidschleif en im 
Fall des ApoD die Aminosaurepositionen 28 bis 44, 59 bis 70, 
85 bis 98 und 113 bis 127 umfassen. Mit der beschriebenen 
Vorgehensweise ist es moglich, auch in neuen Lipocalinen die 
entsprechenden Peptidschleif en zu identif izieren, die sich fur 
eine erf indungsgemaSe Mutagenese eignen. 

Als problematisch bei der Ermittlung der konservierten P- 
Faltblattstrange kann sich in manchen Fallen die relativ 
schwach ausgepragte Sequenzhomologie der Lipocaline erweisen. 
Entscheidend ist daher die Fahigkeit der Polypeptidsequenz, 
die zyklische Faltblattstruktur aus 8 antiparallelen p- 
Faltblattstrangen auszubilden. Diese lafSt sich ggf . unter 
Einsatz strukturanalytischer Methoden wie der 
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Proteinkristallographie oder der multidimensionalen 
Kernresonanz-Spektroskopie nachweisen. 

Die zur Mutagenese geeigneten Sequenzabschnitte konnen bei 
anderen Lipocalinen, wie z. B. dem ApoD oder dem Rbp, aufgrund 
der jeweils variierenden Struktur der Peptidschleif en durchaus 
langer oder kurzer sein als beim Bbp (vgl . Figur 3) . Es kann 
sogar von Vorteil sein, einen oder mehrere der 

Sequenzabschnitte durch Deletion oder Insertion von einer oder 
mehreren Aminosauren zusatzlich in seiner Lange zu verandern. 
In einer bevorzugten Ausfiihrung der Erfindung werden 
diejenigen Aminosaurepositionen in diesen Sequenzabschnitten, 
die den Sequenzpositionen 34 bis 21, 58, 60, 69, 88, 90, 93, 
95, 97, 114, 116, 125 und 127 des Bbp entsprechen, und die in 
den Figuren IB und 3 hervorgehoben sind, mutiert. Im Fall des 
ApoD sind demgemaS die Sequenzpositionen 34 bis 37, 59, 61, 
70, 87, 89, 92, 94, 96, 113, 115, 123 und 125 fiir die 
Mutagenese bevorzugt. Fiir die Herstellung von Anticalinen 
miissen jedoch nicht alle hier angegebenen Sequenzpositionen 
einer Mutagenese unterzogen werden. 

Als Grundstruktur zur Herstellung von Anticalinen sind 
selbstverstandlich neben den hier genannten Beispielen auch 
andere Lipocaline geeignet- Bevorzugt sind die zur Zeit 
bereits sehr grundlich biochemisch untersuchten Lipocaline 
Rbp, Bbp Oder ApoD zu verwenden. Besonders bevorzugt sind 
Lipocaline humanen Ursprungs zur Herstellung von Anticalinen 
zu verwenden. Dies gilt vor allem, wenn eine Anwendung des 
Oder der resultierenden Anticaline am Menschen beabsichtigt 
ist, da beispielsweise bei diagnostischen oder therapeutischen 
Anwendungen in vivo im Vergleich zu den Lipocalinen aus 
anderen Organismen minimale immunogene Wirkung zu erwarten 
ist. Jedoch konnen sich auch andere und ggf . kiinftig erst neu 
2U entdeckende Lipocaline als besonders vorteilhaft zur 
Herstellung von Anticalinen erweisen. Ebenso konnen kunstliche 
Proteine mit einem dem P-Barrel der Lipocaline strukturell 
aquivalenten Faltungselement dazu verwendet werden. 
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Vorzugsweise sollen die erf indungsgemaBen Anticaline den 
gev/unschten Liganden mit bestimmbarer Affinitat, d. h. mit 
einer Af f initatskonstante von mindestens 10^ M"^ binden. 
Niedrigere Af finitaten lassen sich mit den liblichen 
5 Mefimethoden in der Regel nicht mehr exakt erfassen und sind 
daher fiir praktische Anwendungen von untergeordneter 
Bedeutung. Besonders bevorzugt sollen die Anticaline den 
gewanschten Liganden mit einer Affinitat von mindestens 10^ 
M"^, entsprechend einer Komplex-Dissoziationskonstante von 1 
10 /xM, binden. Die Bindungsaf f initat eines Anticalins zu dem 

gewiinschten Liganden kann vom Fachmann mit einer Vielzahl von 
Methoden ermittelt werden, beispielsweise mit dem Verfahren 
der Fluoreszenztitration, durch Kompetitions-ELISA oder 
mittels der Oberf lachen-Plasmonresonanztechnik. 

15 

Als Ausgangspunkt zur Mutagenese der Peptidschleif en kann die 
cDNA eines Lipocalins dienen, die mit dem Fachmann bekannten 
Methoden hergestellt und kloniert werden kann, wie es 
beispielsweise fur das Bbp beschrieben wurde (Schmidt und 

20 Skerra, Eur. J. Biochem. 219 (1994), 855-863). Alternativ kann 
auch genomische DNA eingesetzt oder eine Gensynthese oder eine 
Kombination dieser Verfahren durchgefiihrt werden. Zur 
Mutagenese der Aminosauren in den vier Peptidschleif en stehen 
dem Fachmann die verschiedenen bekannten Verfahren zur 

25 ortsspezif ischen Mutagenese oder zur Mutagenese mittels der 
Polymerase -Kettenreakt ion zur Verfugung. Die 
Mutageneseverfahren konnen beispielsweise dadurch 
gekennzeichnet sein, dafi Mischungen synthetischer 
Oligodesoxynukleotide, die an den gewiinschten Positionen 

30 degenerierte Basenzusammensetzung aufweisen, zur Einfiihrung 
der Mutationen verwendet werden. Auch der Einsatz von 
Nukleotidbausteinen mit reduzierter Basenpaarungsspezif itat , 
wie z. B. Inosin, kommt zur Einfuhrung von Mutationen in den 
ausgewahlten Sequenzabschnitten oder Aminosaurepositionen in 

35 Betracht. Im Vergleich zu den Antikorpern ist die 

Vorgehensweise zur Mutagenese der Liganden-Bindungsstelle 
vereinfacht, da bei den Lipocalinen dafur nur vier anstelle 
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von sechs Sequenzabschnitten - entsprechend den vier oben 
genannten Peptidschleif en - manipuliert werden mussen. 

Bei den Methoden der ortsgerichteten Zuf allsmutagenese unter 
Einsatz von synthetischen Oligodesoxynukleotiden lassen sich 
die betreffenden Aminosaurepositionen in der 

Lipocalinstruktur, die mutiert werden sollen, vorherbestimmen. 
Die ideale Auswahl der zu mutierenden Aminosaurepositionen 
kann von dem verwendeten Lipocalin einerseits und dem 
gewunschten Liganden andererseits abhangen, Dabei kann es 
sinnvoll sein, die Gesamtzahl der mutierten 

Aminosaurepositionen innerhalb eines Experiments so gering zu 
halten, daS die Sammlung der bei der Mutagenese erhaltenen 
Varianten, d. h. die sogenannte Bibliothek, in ihrer 
Gesamtheit oder wenigstens in einer reprasentativen Auswahl 
davon sowohl auf der Ebene der kodierenden Nukleinsaure als 
auch auf der Ebene der Genprodukte in ihrer kombinatorischen 
Komplexitat moglichst vollstandig realisiert werden kann. 

Die zu mutierenden Aminosaurepositionen sollten sich vor allem 
dann sinnvoll auswahlen lassen, wenn Strukturinf ormationen 
iiber das verwendete Lipocalin selbst, wie ira Fall des Rbp und 
des Bbp, Oder zumindest iiber ein Lipocalin mit ahnlicher 
Struktur vorliegen, wie z. B. im Fall des ApoD. Der Satz der 
ausgewahlten Aminosaurepositionen kann auSerdem von den 
Eigenschaften des gewunschten Liganden abhangen. Z. B. kann es 
im Fall eines kleinen, haptenartigen Liganden sinnvoll sein, 
vor allem Aminosaurepositionen am Zentrum der Liganden- 
Bindungstasche, also noch in oder nahe dem Bereich des P- 
Barrels, der Mutagenese zu unterziehen. Im Fall eines 
groSeren, antigenartigen Liganden dagegen sollte die 
Mutagenese auch diejenigen Aminosaurepositionen in den 
Peptidschleifen betreffen, die besonders exponiert an der 
Proteinoberflache angeordnet sind, und die sich eher in der 
Mitte der entsprechenden Sequenzabschnitte befinden. Abgesehen 
von einer solchen funktionellen Betrachtung kann es sich zudem 
als vorteilhaft erweisen, einzelne Aminosaurepositionen im 
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Bereich der Liganden-Bindungstasche von einer Mutagenese 
auszunehmen, wenn diese sich beispielsweise als essentiell fur 
die Faltungsef f izienz oder -stabilitat des Proteins erweisen. 

Eine der zahlreichen anwendbaren Methoden zur Einfiihrung von 
Mutationen im Bereich der vier Peptidschleif en eines 
Lipocalins basiert auf der Verwendung von vier 
Oligodesoxynukleotiden, die jeweils von einem der vier 
entsprechenden zu mutierenden Sequenzabschnitte abgeleitet 
sind. Bei der Herstellung dieser Oligodesoxynukleotide kann 
der Fachmann zur Synthese derjenigen Nukleotidtripletts , die 
den zu mutierenden Aminosaurepositionen entsprechen, Gemische 
von Nukleinsaurebausteinen einsetzen, so daS zufallig Codons 
bzw. Anticodons fur alle Aminosauren oder, gemaS dem 
genetischen Code und der Zusammensetzung dieser Mischung, fur 
eine Auswahl der an dieser Position gewiinschten Aminosauren 
zustandekommen . 

Beispielsweise entspricht das erste Oligodesoxynukleotid in 
seiner Sequenz - abgesehen von den mutierten Positionen - 
zumindest teilweise dem kodierenden Strang fiir diejenige 
Peptidschleife, die in der Polypeptidsequenz des Lipocalins am 
weitesten N- terminal liegt. Das zweite Oligodesoxynukleotid 
entspricht demgemaS zumindest teilweise dem nichtkodierenden 
Strang fiir den in der Polypeptidsequenz folgenden zweiten 
Sequenzabschnitt. Das dritte Oligodesoxynukleotid entspricht 
wiederum zumindest teilweise dem kodierenden Strang fur den 
entsprechenden dritten Sequenzabschnitt. Das vierte 
Oligodesoxynukleotid entspricht schlieSlich zumindest 
teilweise dem nichtkodierenden Strang fur den vierten 
Sequenzabschnitt. Mit dem ersten und zweiten 
Oligodesoxynukleotid sowie mit dem dritten und vierten 
Oligodesoxynukleotid kann jeweils eine Polymerase- 
Kettenreaktion unter Verwendung der fflr das Lipocalin 
kodierenden Nukleinsaure und/oder ihres Gegenstrangs als 
Matrize durchgefuhrt werden. 
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Die Amplif izierungsprodukte dieser beiden Reaktionen konnen 
durch verschiedene bekannte Methoden zu einer Nukleinsaure 
zusammengesetzt warden, welche die Sequenz von dem ersten bis 
zum vierten Sequenzabschnitt umfaSt und die Mutationen an den 
5 ausgewahlten Aminosaurepositionen tragt. Beispielsweise konnen 
die beiden Produkte dazu einer erneuten Polymerase- 
Kettenreaktion unter Verwendung f lankierender 
Oligodesoxynukleotide als Primer sowie eines oder mehrerer 
vermittelnder Nukleinsauremolekule , die die Sequenz zwischen 

10 dem zweiten und dem dritten Sequenzabschnitt beitragen, 
unterzogen werden. Diese Vorgehensweise ist in Figur 4 
schematisch wiedergegeben. Bei der Wahl der Anzahl der zur 
Mutagenese verwendeten Oligodesoxynukleotide und deren 
Anordnung innerhalb der Gensequenz des Lipocalins stehen dem 

15 Fachmann daruber hinaus vielfaltige Alternativen zur 
Verf iigung . 

Die Nukleinsauremolekule, die fur den Sequenzbereich mit den 
vier Peptidschleif en eines Lipocalins kodieren und Mutationen 

20 an den ausgewahlten Positionen enthalten, konnen durch 

Ligierung mit den f ehlenden 5 • - und 3 ' -Sequenzen einer fur das 
Lipocalin kodierenden Nukleinsaure verbunden und in einem der 
bekannten Wirtsorganismen kloniert werden. Fur die Ligierung 
und Klonierung stehen wiederum vielfaltige Vorgehensweisen zur 

25 Verfugung. Beispielsweise konnen im Verlauf einer 

Amplif izierung synthetische Nukleinsauremolekule mit 
Erkennungssequenzen fur Restriktionsendonukleasen, welche an 
den entsprechenden Positionen in der Nukleinsauresequenz fiir 
das Lipocalin ebenfalls vorhanden sind, an den beiden Enden 

30 der zu klonierenden Nukleinsaure angefugt werden, so daS nach 
der Hydrolyse mit dem entsprechenden Restriktionsenzym eine 
Ligierung ermoglicht wird. 

Die vorliegende Erfindung betrifft auch die gezielte 
35 Mutagenese einzelner Aminosaurepositionen innerhalb oder 

auSerhalb der vier Peptidschleif en, beispielsweise urn durch 
Einfuhrung von Schnittstellen fur bestimmte Restriktionsenzyme 
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die Subklonierung des mutierten Lipocalingens oder seiner 
Teile zu vereinf achen . Beispielsweise konnen in das Bbp-Gen 
die Mutationen Asn21 zu Gin und Lysl35 zu Met eingefiihrt 
werden, urn die Klonierung des mutierten Genabschnitts uber 
zwei neue Bs tXI-Restriktionsschnittstellen an diesen 
Positionen zu erleichtern. Ebenso betrifft die vorliegende 
Erfindung die gezielte Einfuhrung von Mutationen innerhalb 
Oder auSerhalb der vier Peptidschleif en, urn bestimmte 
Eigenschaften des Anticalins zu verbessern, z. B. seine 
Faltungsstabilitat oder -effizienz oder seine 
Widerstandsfahigke.it gegeniiber Proteasen. So kann 
beispielsweise durch den Aminosaureaustausch Lys87 zu Ser eine 
Spaltung des Bbp in zwei Fragmente, die ansonsten bei dessen 
Produktion in E. coli auftritt, unterdruckt werden. Eine 
Oligomerisierung des ursprunglichen Bbp kann zudem durch die 
Mutation Asnl. zu Asp vermieden werden. Auch kann durch den 
Austausch Cysll6 zu Ser im ApoD dessen kovalente 
Quervernetzung mit anderen Proteinen verhindert und seine 
monomere Struktur stabilisiert werden. 

In einer bevorzugten Ausfiihrung der Erfindung dient 
dementsprechend die Bbp-Variante mit der Substitution Lys87 zu 
Ser als Grundstruktur zur Herstellung von Anticalinen. 
Besonders bevorzugt wird die Bbp-Variante mit den 
Substitutionen Asnl zu Asp, Asn21 zu Gin, Lysl35 zu Met und 
Lys87 zu Ser zur Herstellung von Anticalinen eingesetzt. 

Auch langere Sequenzabschnitte innerhalb des fiir das Lipocalin 
kodierenden Gens konnen mittels bekannter Methoden einer 
Zuf allsmutagenese unterworfen werden, z. B. durch Einsatz der 
Polymerase -Kettenreakt ion unter Bedingungen erhohter 
Fehlerrate, durch chemische Mutagenese oder durch Verwendung 
bakterieller Mutatorstamme (Low et al., J. Mol . Biol. 260 
(1996) , 359-368) . Derartige Methoden lassen sich auch zur 
weiteren Optimierung der Ligandenaf f initat oder -spezifitat 
eines bereits hergestellten Anticalins verwenden. Mutationen, 
die dabei moglicherweise auSerhalb der vier Schleif enregionen 
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auftreten, konnen oft toleriert werden oder sich sogar als 
giinstig erweisen, wenn sie z. B. zu einer verbesserten 
Faltungsef f izienz oder -stabilitat des Anticalins beitragen. 

Nachdem die der Mutagenese unterzogenen kodierenden 
NukleinsSuresequenzen zur Expression gebracht worden sind, 
konnen aus den verschiedenen Klonen der erhaltenen Bibliothek 
diejenigen Klone selektiert werden, die die genetische 
Information far Anticaline tragen, welche einen vorgegebenen 
Liganden binden. Zur Selektion dieser Klone konnen bekannte 
Expressionsstrategien und Selektionsstrategien eingesetzt 
werden. Derartige Methoden sind beispielsweise im Zusammenhang 
mit der Herstellung oder dem Engineering rekombinanter 
Antikorperfragmente beschrieben worden, wie die "Phage 
Display" -Technik oder "Colony Screening" -Methoden (Skerra et 
al., Anal. Biochem. 196 (1991), 151-155). 

Als Beispiel fur ein erf indungsgemaSes Selektionsverf ahren fiir 
Anticaline mit den gewiinschten Bindungseigenschaf ten sei hier 
eine Ausf iihrungsf orm der "Phage Display" -Technik (Hoess, 
supra; Wells and Lowman, supra; Kay et al.. Phage Display of 
Peptides and Proteins - A Laboratory Manual (1996) , Academic 
Press) genannt. Die verschiedenen anderen moglichen 
Ausf iihrungsf ormen der "Phage Display" -Technik werden hiermit 
per Referenz in die Offenbarung einbezogen. Fiir das 
beispielhaf te Selektionsverf ahren werden Phasmide hergestellt, 
welche die Expression des mutierten Lipocalin-Strukturgens als 
Fusionsprotein mit einer Signalsequenz am N-Terminus, 
bevorzugt der OmpA- Signal sequenz , und mit dem Hullprotein pIII 
des Phagen M13 (Model und Russel, in "The Bacteriophages", 
Vol. 2 (1988), Plenum Press, New York, 375-456) oder 
Fragmenten dieses Hullproteins, welche in die Phagenhiille 
eingebaut werden, am C-Terminus bewirken. Bevorzugt wird das 
C-terminale Fragment ApIII des Phagen-Hiillproteins, welches 
lediglich die Aminosauren 217 bis 406 des natiirlichen 
Hullproteins pIII enthalt, zur Herstellung der Fusionsproteine 
verwendet. Besonders bevorzugt wird ein C-terminales Fragment 
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von pIII, in dem der Cysteinrest an der Position 201 fehlt 
Oder durch eine andere Aminosaure ersetzt ist. 

Das Fusionsprotein kann noch weitere Bestandteile enthalten, 
wie z. B. ein Af f initatsanhangsel oder eine Epitopsequenz fur 
einen Antikorper, die den Nachweis, die Immobilisierung oder 
die spatere Reinigung des Fusionsproteins oder seiner Teile 
gestattet. Ferner kann sich zwischen der fiir das Lipocalin 
Oder Anticalin kodierenden Region und dem Genabschnitt fur das 
Hullprotein oder sein Fragment ein Stopcodon, vorzugsweise ein 
Amber- St opcodon, befinden, das in einem geeigneten 
Suppressorstamm bei der Translation zumindest teilweise in 
eine Aminosaure iibersetzt wird. 

Als Phasmide werden hier bakterielle Plasmide bezeichnet, die 
die intergenische Region eines filamentdsen Bakteriophagen, 
wie z. B. M13 oder fl (Beck und Zink, Gene 16 (1981), 35-58) 
Oder einen funktionellen Teil davon tragen, so daS bei 
Superinfektion der Bakterienzelle mit einem Helf erphagen, 
beispielsweise M13K07, VCS-M13 oder R408, ein Strang der 
zirkularen Phasmid-DNA mit Hiillproteinen verpackt und als 
sogenanntes Phagemid in das Medium ausgeschleust wird. Dieses 
Phagemid hat einerseits das von dem jeweiligen Phasmid 
kodierte Lipocalinmutein als Fusion mit dem Hullprotein pIII 
Oder dessen Fragment an seiner Oberflache eingebaut, wobei die 
Signalsequenz von dem Fusionsprotein in der Regel abgespalten 
wird. Andererseits tragt es eine oder mehrere Kopien des 
nativen Hiillproteins pIII von dem Helferphagen und ist somit 
in der Lage, einen Rezipienten - im allgemeinen einen 
Bakterienstamm, der ein F- oder F'-Plasmid tragt - zu 
infizieren. Auf diese Weise wird eine physikalische Kopplung 
zwischen der verpackten Nukleins^ure, die die genet ische 
Information fur das jeweilige Lipocalinmutein oder Anticalin 
tr^gt, und dem kodierten Protein gewahrleistet , das zumindest 
teilweise in funktioneller Form an der Oberflache des 
Phagemids prasentiert wird. 
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Zur Konstruktion der Phasmide mit den fur die Bbp-Muteine 
kodierenden Sequenzen kann beispielsweise der Vektor pBBP20 
(Figur 5) verwendet warden, Zur Selektion von Anticalinen 
ausgehend von einem anderen Lipocalin wird ein analoger Vektor 
5 hergestellt, indem die DNA-Sequenz, die fur dieses Lipocalin 
Oder seine Muteine kodiert, anstelle der fur das Bbp 
kodierenden Sequenz in den Vektor pBBP20 inseriert wird. Im 
Fall des Bbp oder seiner Muteine kann die fiir die vier 
Peptidschleif en kodierende Nukleinsaure beispielsweise liber 

10 die beiden BstXI-Restriktionsschnittstellen in den Vektor 

pBBP20 inseriert warden. Rekombinante Phasmide werden durch 
Transformation in den £. coIi-Stamm, beispielsweise XLl-Blue 
(Bullock et alw BioTechniques 5 (1987), 376-379) oder TGI, 
eingebracht, Auf diese Weise werden Klone hergestellt, die 

15 zahlreiche verschiedene Lipocalinmuteine als Fusionsproteine 
produzieren konnen. 

AnschlieSend wird diese Bibliothek, d. h. die Sammlung der 
erhaltenen Klone, nach bekannten Verfahren in Fliissigkultur 

20 mit einem M13-Helf erphagen superinf iziert . Nach dieser 
Infektion kann die Inkubationstemperatur der Kultur zur 
Produktion der Phagemide abgesenkt werden. Bevorzugt werden 
Inkubationstemperaturen, bei denen eine optimale Faltung der 
Lipocalinmuteine als Bestandteil des Fusionsproteins mit dem 

25 Phagenhilllprotein oder seinem Fragment zu erwarten ist. 
W^hrend oder nach der Infektionsphase kann in den 
Bakterienzellen die Expression des Gens fiir das Fusionsprotein 
mit dem Lipocalinmutein induziert werden. Die 
Induktionsbedingungen werden so gewahlt, daE ein erheblicher 

30 Teil der produzierten Phagemide mindestens ein Lipocalinmutein 
prasentiert. Die Phagemide werden nach einer Inkubationsphase 
der Kultur von beispielsweise 6 bis 8 h isoliert. Zur 
Isolierung der Phagemide sind verschiedene Verfahren, wie z. 
B. die Prazipitation mit Polyethylenglykol bekannt . 



Die isolierten Phagemide konnen durch Inkubation mit dem 
gewunschten Liganden einer Selektion unterworfen werden, wobei 
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der Ligand in einer Form vorliegt, die eine zumindest 
vorubergehende Immobilisierung derjenigen Phagemide ■ 
ermoglicht, die Anticaline mit der gewunschten 
Bindungsaktivitat als Fusionsprotein in ihrer Hulle tragen. 
5 Unter den verschiedenen dem Fachmann bekannten 

Ausfiihrungsformen kann der Ligand beispielsweise mit einem 
Tragerprotein, wie Serumalbumin, konjugiert und iiber dieses 
Tragerprotein an eine proteinbindende Oberflache, 
beispielsweise Polystyrol, gebunden werden. Zu dieser 

10 Immobilisierung des Liganden lassen sich bevorzugt die fur 

ELISA-Techniken geeigneten Mikrotiterplatten oder sogenannte 
"Immuno- Sticks*' verwenden. Alternativ konnen auch Konjugate 
des Liganden mit anderen bindefShigen Gruppen, wie z. B. 
Biotin, eingesetzt werden. Der Ligand ISSt sich dann an 

15 Oberflachen immobilisieren, die diese Gruppe selektiv binden, 
wie 2. B. mit. Streptavidin oder Avidin beschichtete 
Mikrotiterplatten oder paramagnetische Partikel. 

Vorhandene Proteinbindungsstellen an den mit dem Liganden 
20 besetzten Oberflachen konnen mit den fvir ELISA-Verf ahren 
bekannten Blockierungslosungen abgesattigt werden. 
AnschlieSend werden die Phagemide beispielsweise in einem 
physiologischen Puffer mit dem an der Oberflache 
immobilisierten Liganden in Kontakt gebracht . Ungebundene 
25 Phagemide werden durch mehrf aches Waschen entfernt. Die an der 
Oberflache verbleibenden Phagemidpartikel werden anschlieSend 
eluiert. Zur Elution kann der freie Ligand in geloster Form 
zugegeben werden. Die Phagemide konnen aber auch durch Zugabe 
von Proteasen oder unter maSig denaturierenden Bedingungen, z. 
30 B. in Gegenwart von Sauren, Laugen, Detergentien oder 

chaotropen Salzen, eluiert werden. Eine bevorzugte Methode ist 
die Elution mittels Puffern mit pH 2,2, wobei das Eluat 
anschlieSend neutralisiert wird. 



35 



Danach werden E. coIi-Zellen mittels allgemein bekannter 
Methoden mit den eluierten Phagemiden infiziert. Die 
Nukleinsaure kann auch aus den eluierten Phagemiden extrahiert 
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und auf andere Weise in die Zellen eingebracht warden. 
Ausgehend von den dabei erhaltenen E. coli-Klonen warden durch 
Superinfektion mit M13-Helf erphagen nach dem oben 
beschriebenen Verfahren wiederum Phagemide erzeugt und die auf 
diese Weise vermehrten Phagemide erneut einer Selektion an der 
Oberflache mit dem immobilisierten Liganden unterworfen. Oft 
sind mehrere Selektionszyklen notwendig, urn die Phagemide mit 
den Anticalinen in angereicherter Form zu erhalten. Die Anzahl 
der Selektionszyklen wird bevorzugt so gewahlt, daE bei der 
anschlieSenden f unktionellen Analyse mindestens 0,1 % der 
untersuchten Klone Lipocalinmuteine mit nachweisbarer oder 
bestimmbarer Affinitat zu dem vorgegebenen Liganden 
produzieren. Abhangig vom Umfang, d. h. der Komplexitat der 
eingesetzten Bibliothek sind dazu typischerweise 2 bis 8 
Zyklen notwendig. 

Zur f unktionellen Analyse der selektierten Muteine wird ein E. 
coIi-Stamm mit den nach den Selektionszyklen erhaltenen 
Phagemiden infiziert und die entsprechende doppelstrangige 
Phasmid-DNA isoliert. Ausgehend von dieser Phasmid-DNA oder 
auch von der aus den Phasmiden extrahierten einzelstrangigen 
DNA kann die Nukleinsauresequenz der selektierten 
Lipocalinmuteine mittels der dazu ublichen Methoden bestimmt 
und die Aminosauresequenz daraus abgeleitet werden. Die 
mutierte Region oder die Sequenz des gesamten Lipocalinmuteins 
Oder Anticalins kann in einem anderen Expressionsvektor 
subkloniert und in einem geeigneten Wirtsorganismus exprimiert 
werden. Als Expressionsvektor kann beispielsweise pBBP21 
verwendet werden, und die Expression mit pBBP21-Derivaten kann 
in E. coIi-Stammen, beispielsweise E. coIi-TGl, durchgefuhrt 
werden. Die gentechnisch hergestellten Anticaline konnen durch 
verschiedene proteinchemische Verfahren gereinigt werden. Die 
beispielsweise mit pBBP21 produzierten Anticaline tragen das 
Affinitatspeptid Strep-Tag II (Schmidt et al., J. Mol. Biol. 
255 (1996) , 753-766) an ihrem C-Termihus und konnen daher 
bevorzugt mittels der Streptavidin-Af f initatschromatographie 
gereinigt werden. 
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Die Selektion kann ebenso mittels anderer Methoden 
durchgefuhrt werden. Eine Vielzahl entsprechender 
Ausfuhrungsformen ist dem Fachmann bekannt oder in der 
Literatur beschrieben. Auch eine Kombination von Methoden kann 
angewandt werden. Beispielsweise konnen Klone, die durch 
"Phage Display" selektiert oder zumindest angereichert wurden, 
zusatzlich einem "Colony Screening" unterzogen werden. Diese 
Vorgehensweise hat den Vorteil, daS dabei direkt einzelne 
Klone hinsichtlich der Produktion von Anticalinen mit 
nachweisbarer Bindungsaf f initat fur einen Liganden isoliert 
werden konnen. 

Neben der Verwendung von E. coll als Wirtsorganismus bei der 
"Phage Display" -Technik oder der "Colony Screening" -Met hode 
lassen sich beispielsweise auch andere Bakterienstamme, Hefen 
Oder auch Insekten- oder Saugerzellen dazu heranziehen. 
Zusatzlich zur Selektion eines Anticalins aus einer primaren 
Bibliothek, die ausgehend von einer kodierenden 
Nukleinsauresequenz fur ein Lipocalin hergestellt wurde, 
konnen vergleichbare Methoden auch angewandt werden, urn ein 
Anticalin durch wiederholte, ggf . eingeschrankte Mutagenese 
seiner kodierenden Nukleinsauresequenz hinsichtlich Aff initat 
Oder Spezifitat fvir den gewunschten Liganden zu optimieren. 

Es ist uberraschend, dafi mit dem erf indungsgemaiSen Verfahren 
Anticaline gewonnen werden konnen, die hohe Affinitat zu einem 
vorgegebenen Liganden zeigen. Mit den in den Beispielen 
beschriebenen Anticalinen wurden fiir verschiedene 
Fluoresceinderivate Bindungskonstanten bestimmt, die mehr als 
10^ M'^ betrugen. Diese Af f initatswerte liegen in derselben 
GroSenordnung wie die Affinitaten der Lipocaline zu ihren 
naturlichen Liganden, beispielsweise von Rbp zu Vitamin A 
(Cogan et al . , Eur. J. Biochem. 65 (1976), 71-78). Im 
Gegensatz zu den naturlichen Liganden der Lipocaline, die in 
der Regel wasserunloslich und chemisch unbestandig sind, 
handelt es sich allerdings bei Fluorescein urn eine relativ 
hydrophile Verbindung, die auch in immunologischen Studien als 



wo 99/16873 



PCT/DE98/02898 



20 

Hapten mit Modellcharakter eingesetzt wurde (Voss, Fluorescein 
Hapten: An Immunological Probe (1984), CRC Press). Zudem zeigt 
das Fluorescein mit dem Biliverdin IXy, dem ursprunglichen 
Liganden des Bbp, keinerlei strukturelle Verwandtschaf t . 

Solche mit den Anticalinen erzielbare Affinitaten fur neue 
Liganden sind vergleichbar mit den Affinitaten, welche fur 
Antikorper aus der sekundaren Immunantwort bekannt sind. 
Dariiber hinaus besteht zusatzlich die Moglichkeit, die 
hergestellten Anticaline einer weiteren, ggf . partiellen 
Zuf allsmutagenese zu unterwerfen, urn aus der dabei erhaltenen 
neuen Bibliothek Varianten mit noch hoherer Affinitat zu 
selektieren. Entsprechende Vorgehensweisen wurden bereits im 
Fall rekombinanter Antikorperf ragmente zum Zweck einer 
"Aff initatsmaturierung" beschrieben (Low et al., supra; Barbas 
und Burton, Trends Biotechnol . 14 (1996), 230-234) und lassen 
sich vom Fachmann auch auf die Anticaline in entsprechender 
Weise anwenden. 

Uberraschenderweise zeigte sich weiterhin, daE die vier 
Peptidschleifen, welche die Liganden-Bindungstasche der 
Lipocaline bilden, hohe Toleranz fiir Aminosauresubstitutionen 
aufweisen, ohne daS die Faltung der Polypeptidkette in den 
gewonnenen Anticalinen dadurch wesentlich beeintrachtigt wird. 
Dement sprechend ist es moglich, Anticaline zu generieren, die 
Bindungstaschen mit vielfaltigen Oberf acheneigenschaf ten 
aufweisen, so daS die molekulare Erkennung von 
unterschiedlichsten Liganden, auch von Peptiden oder 
Polypeptiden sowie anderen Makromolekulen, realisiert werden 
kann. 

Ist die genetische Information fiir ein Anticalin erst einmal 
vorhanden oder seine AminosSuresequenz bekannt, so laBt es 
sich mit allgemein bekannten gentechnischen Verfahren 
produzieren. Bevorzugt sind Verfahren zur Herstellung von 
Anticalinen, wobei das Anticalin, ein Fragment des Anticalins 
Oder ein Fusionsprotein aus dem Anticalin und einem anderen 



wo 99/16873 



PCT/DE98/02898 



21 

Polypeptid ausgehend von der fiir das Anticalin kodierenden 
Nukleinsaure mittels gentechnischer Methoden in einem 
bakteriellen oder eukaryontischen Wirtsorganismus produziert 
und aus diesem Wirtsorganismus oder dessen Kultur gewonnen 
5 wird. Die Tatsache, daS dabei in der Regel nur ein Strukturgen 
zur Expression gebracht werden muS, stellt eine erhebliche 
Vereinfachung im Vergleich zu den Antikorpern oder ihren 
Fragment en dar. 

10 Eine Vielzahl von Wirtsorganismen, wie E. coli und andere 
Gram-negative oder auch Gram-positive Bakterien, Hefen und 
andere eukaryontische Zellen, kann zur gentechnischen 
Herstellung eingesetzt werden, Auch die Wahl zwischen diversen 
Expressionsstrategien ist moglich. So fiihrt beispielsweise im 

15 Wirtsorganismus E. coli die Sekretion mit einer geeigneten 

Signalsequenz, wie in den Beispielen beschrieben, zum korrekt 
gefalteten, funktionellen Protein, in dem die 
Disulf idbindungen ausgebildet sind. Andererseits ist es 
ebenfalls moglich, ein Anticalin im Cytosol einer 

20 Bakterienzelle zu produzieren und, falls das Lipocalin im 

Cytosol nicht funktionell gefaltet wird, dieses erst in vitro 
funktionell zu falten. Selbst eine Faltung aus Aggregaten, 
welche sich bei der Sekretion ggf . im Periplasma des 
Bakteriums ansammeln, ist moglich. 

25 

Gentechnisch hergestellte Anticaline konnen mittels einer 
Vielzahl etablierter Methoden gereinigt werden. Die Eignung 
der Methode hangt jeweils vom verwendeten Wirtsorganismus, der 
Expressionsstrategie und anderen Faktoren ab, die dem in der 

30 Expression und Reinigung rekombinanter Proteine erfahrenen 
Fachmann bekannt sind. Die Reinigung kann ggf. vereinfacht 
werden, indem das Anticalin mit einer oder mehreren 
Peptidsequenzen fusioniert wird. Bevorzugt sind zur Fusion 
solche Peptide oder Proteine zu verwenden, die dem 

35 resultierenden rekombinanten Protein Affinitat zu bestimmten 
Saulenmaterialien verleihen. Solche Fusionen sollten die 
Funktion des Anticalins nicht negativ beeinflussen oder mussen 
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z. B. durch Einfugung geeigneter Proteaseschnittstellen 
abspaltbar sein. Als typische Beispiele fur Fusionspartner 
seien Oligohistidin-Anhangsel, das Strep-Tag oder das Strep- 
Tag II, die Glutathion-S-Transf erase, das Maltose- 
Bindungsprotein oder die Albumin-Bindungsdomane des Protein G 
genannt. Ebenso konnen Anticaline uber ihre jeweilige 
Liganden-Bindungsstelle mittels einer 

Af f initatschromatographie an dem an einer Saulenmatrix 
immobilisierten zugehorigen Liganden, bzw. geeigneten 
Derivaten dieses Liganden, gereinigt werden. Der Aufbau der 
Anticaline aus einer einzelnen Polypeptidkette ist im 
Vergleich mit rekombinanten Antikorperf ragmenten bei der 
Reinigung von Vorteil, da keine MaSnahmen ergriffen werden 
mvissen, urn die intakte Assoziation von Untereinheiten zu 
gewahrleisten . 

Die Struktur eines Tlnticalins kann zum Zweck der verbesserten 
Produktion, Reinigung oder Anwendbarkeit zusatzlich 
modifiziert werden. So kann beispielsweise das N- oder das C- 
terminale Peptidsegment , welches nicht Bestandteil der p- 
Barrel- Struktur ist, entfernt werden. Vorhandene 
Disulf idbindungen kdnnen durch Substitution der Cysteinreste 
eliminiert, oder neue Disulf idbindungen konnen an anderer 
Stelle eingefiihrt werden. Freie Cysteinreste, wie der Rest 116 
im ApoD, konnen entfernt werden, wenn sie z. B. die Produktion 
Oder die Stabilitat des Anticalins beeintrachtigen. Ggf . 
konnen auch Cysteinreste neu eingefuhrt werden, urn z . B. 
entsprechende Proteinkon jugate durch chemische Kopplung mit 
anderen Komponenten herzustellen. Auch konnen auSerhalb der 
eigentlichen Ligandenbindungstasche Bindungsstellen fur 
weitere Liganden, wie z. B. Metallionen, in das Anticalin 
eingebaut werden. SchlieSlich konnen auch zu anderen Zwecken 
als der Proteinproduktion oder -reinigung Fusionsproteine aus 
Anticalinen und anderen Polypeptiden, Proteinen oder 
Proteindomknen mittels dem Fachmann bekannter Methoden 
hergestellt werden. Die Fusion kann bevorzugt am N-Terminus 
Oder auch am C-Terminus des Anticalins erfolgen. 
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Der artige Fusionen konnen geeignet sein, um dem Anticalin 
neue Eigenschaf ten zu vermitteln, wie z. B. enzymatische 
Aktivitat Oder Affinitat zu anderen Molekiilen, wie Proteinen, 
Makromolekiilen oder niedermolekularen Liganden. Beispielsweise 
sind Fusionen mit Enzymen, welche chromogene oder fluorogene 
Reaktionen katalysieren oder zur Freisetzung von cytotoxischen 
Agenzien dienen konnen, moglich. Weitere Beispiele fur 
Fusionspartner, die in der Praxis von Vorteil sein konnen, 
sind Bindungsdomanen wie die Albumin -Bindungsdomane von 
Protein G, Protein A, Antikorperf ragmente , 
Oligomerisierungsdomanen, Toxine oder auch Anticaline mit 
anderer oder derselben Ligandenspezif itat . Alternativ zur 
Herstellung von Fusionsproteinen konnen auch Kon jugate aus 
Anticalinen und Proteinen, Nukleinsauren oder nahezu 
beliebigen Biomolekiilen und chemischen Verbindungen anhand dem 
Fachmann bekannter Methoden hergestellt werden. 

Anticaline und ihre Derivate konnen ahnlich wie die Antikorper 
Oder deren Fragmente in vielen Bereichen eingesetzt werden. 
Bevorzugt werden Anticaline verwendet zur Bindung an eine 
Festphase, so daS der Ligand des Anticalins oder ein Konjugat 
Oder Fusionsprotein dieses Liganden immobilisiert oder 
abgetrennt werden kann. Weiterhin bevorzugt ist die Verwendung 
von Anticalinen zur Markierung mit einem Enzym, einem 
Antikorper, einer radioaktiven Substanz oder einer anderen 
Gruppe mit einer biochemischen Aktivitat oder mit definierten 
Bindungseigenschaf ten, so daS der Ligand des Anticalins oder 
ein Konjugat oder Fusionsprotein dieses Liganden damit 
nachgewiesen oder in Kontakt gebracht werden kann. Anticaline 
konnen beispielsweise zum Nachweis chemischer Strukturen 
mittels etablierter bioanalytischer Methoden wie ELISA oder 
Westernblot, in der Mikroskopie oder in der Immunsensorik 
dienen. Das Nachweissignal kann dabei entweder direkt unter 
Einsatz eines geeigneten Anticalinkonjugats oder - 
fusionsproteins erzeugt werden oder indirekt durch Detektion 
des gebundenen Anticalins mittels eines dagegen gerichteten 
Antikorpers oder z. B. unter Verwendung eines 
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Af f initatsanhangsels . 

Bevorzugte Liganden fiir Anticaline sind einerseits chemische 
Verbindungen in freier oder konjugierter Form, die Merkmale 
eines immunologischen Haptens aufweisen, und andererseits 
Peptide, Polypeptide oder andere Makromolekule wie auch 
entsprechende Konjugate davon. Ein interessantes 
Anwendungsgebiet ist der Einsatz der Anticaline zum Zweck des 
Nachweises von nicht radioaktiv markierten Biomolekulen, 
insbesondere Nukleinsauren » So sind zum Beispiel chemisch 
reaktive Derivate des Fluoresceins zur Markierung von 
Proteinen oder von Nukleinsauren kommerziell verfugbar, und 
auch Verfahren zum Einbau von Fluoresceingruppen bei der 
Synthese oder Replikation von Nukleinsauren sind bekannt . 
Entsprechend modifizierte Nukleinsauren lassen sich als 
spezifische Gensonden verwenden und anschlieJSend mit den in 
den Beispielen beschriebenen Anticalinen nachweisen. 

Anticaline konnen auch einen Loschungsef f ekt auf die 
Fluoreszenz des von ihnen gebundenen Liganden, wie z. B, 
Fluorescein, ausiiben. Fur solche Anticaline ergeben sich 
vielversprechende Einsatzmoglichkeiten bei biophysikalischen 
Untersuchungen. So laSt sich der Fluoreszenz-Loschungsef f ekt 
eines Anticalins beispielsweise ahnlich wie bei bestimmten 
Antikorpern gegen Fluorescein ausnutzen, urn die Orient ierung 
eines mit Fluorescein markierten Membranproteins in der Lipid- 
Doppelschicht zu bestimmen. Ein weiterer Anwendungsbereich 
liegt in der Untersuchung der Dynamik von Ligand/Rezeptor- 
Wechselwirkungen auf der Zelloberf lache , wobei der Ligand mit 
einer Fluoresceingruppe markiert ist. Auch vielfaltige andere 
Anwendungen, bei denen die Fluoreszenzloschung von Fluorescein 
Oder anderen f luoreszierenden Verbindungen eine Rolle spielt, 
sind moglich. Beispielsweise kann ein Anticalin eingesetzt 
werden, urn eine storende Hintergrundintensitat durch 
liberschussige f luofeszenzmarkierte Reagenzien in der 
Fluoreszenzmikroskopie von Zellen zu vermeiden. 
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Zahlreiche Anwendungsmoglichkeiten fur die Anticaline liegen 
in der Medizin. Neben dem Einsatz in der Diagnostik konnen 
auch Anticaline hergestellt warden, welche beispielsweise 
gewebs- oder tumorspezif ische zellulare Oberf lachenmolekiile 
binden. Entsprechende Anticaline konnen in konjugierter Form 
Oder als Fusionsproteine zum "Tumor Imaging" oder direkt zur 
Krebstherapie eingesetzt werden, Zur Herstellung solcher 
Anticaline kann es zweckmaSig sein, von einem menschlichen 
Lipocalin auszugehen, wie z. B. dem Rbp oder dem ApoD. Die 
geringe GroBe der Anticaline oder ihrer Derivate hat dabei 
gegenuber den Antikorpern neue und vorteilhafte Eigenschaf ten 
zur Folge . 

Die Erfindung wird weiter veranschaulicht durch die 
nachstehenden Beispiele und die beigefiigten Zeichnungen, in 
denen : 

Figur 1 die molekulare Raumstruktur des Bbp mit seinem 

Liganden Biliverdin IXy schematisch darstellt (A) und 
die raumliche Position derjenigen Aminosauren angibt 
(B) , die bevorzugt Gegenstand der Mutagenese zur 
Herstellung von Anticalinen sind; 

Figur 2 die Topographic der Polypeptidkette fur die Liganden - 

Bindungsstellen von Antikorpern (A) und von Lipocalinen 
(B) miteinander vergleicht; 

Figur 3 die Aminosauresequenzen verschiedener Lipocaline 
gegeniiberstellt ; 

Figur 4 die Herstellung der Bibliothek der Lipocalinmuteine 
auf der Ebene der Nukleinsauren schematisch 
veranschaulicht ; 

Figur 5 den Phasmidvektor pBBP20 schematisch wiedergibt; 

Figur 6 die Expressionsvektoren pBBP21 (A) und pBBP22 (B) 
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schematisch darstellt; 

Figur 7 die Bindung eines Peptids durch Anticaline in einem 
ELISA demonstriert ; 

Figur 8 die Komplexierung und Fluoreszenzloschung des Liganden 
Fluorescein durch ein Anticalin in einer 
Fluoreszenztitration wiedergibt. 

Figur 1 zeigt die Kristallstruktur des Bbp (Datei IBBP aus der 
Brookhaven Protein Data Bank; Molekvil A) , die mit Hilfe des 
Programms MOLSCRIPT (Kraulis, J. Appl . Cryst . 24 (1991), 946- 
950) graphisch dargestellt wurde. In (A) sind der gebundene 
Ligand wie auch die beiden Disulf idbindungen in dem Polypeptid 
als "Ball and Stick" wiedergegeben (Kohlenstof f : schwarz; 
Stickstoff, Schwefel: dunkelgrau; Sauerstoff: hellgrau) . Die 
einzelnen p-Faltblattstrange sind als Bander und die a-Helix 
ist als Spirale abgebildet. Die kelchartige Form der Liganden- 
Bindungsstelle ist oben am offenen Ende des aus den acht 
antiparallelen p-Faltblattstrangen gebildeten p-Barrels zu 
erkennen. In (B) sind die C^-Positionen der Aminosauren als 
entlang der Polypeptidkette miteinander verbundene Kugeln 
wiedergegeben. Der N- und der C-Terminus des Polypeptids ist 
markiert. Die schwarz dargestellten C^t-Positionen sind mit den 
Sequenznummern bezeichnet und geben die Lage der in den 
Beispielen mutierten Aminosauren in der Struktur des Bbp an. 

Figur 2 zeigt eine Aufsicht (A) auf die Antigen-Bindungsstelle 
im Fv-Fragment eines Immunglobulins , welche gemeinsam von den 
variablen Domanen VL und VH gebildet wird, und (B) auf die 
Liganden-Bindungsstelle eines Lipocalins. Die p- 
Faltblattstrange sind jeweils angenahert senkrecht zur 
Papierebene angeordnet und als Balken dargestellt. Die sechs 
CDRs (LI, L2, L3, HI, H2 , H3) im Immunglobulin sowie die vier 
Peptidschleifen im Lipocalin verbinden jeweils zwei P- 
Faltblatt strange miteinander. Die anderen Verbindungs segment e 
und Strukturelemente sind weggelassen. 
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Figur 3zeigt einen Sequenzvergleich (Angabe der Aminosauren 
im Einbuchstaben-Code) zwischen dem Bilin-Bindungsprotein 
(SWISS-PROT Datenbank-Zugrif f scode P09464) , dem menschlichen 
Apolipoprotein D (SWISS-PROT Datenbank-Zugrif f scode P05090) 
und dem Retinol-Bindungsprotein (SWISS-PROT Datenbank- 
Zugrif f scode P02753) in Form der maturen Polypeptide. Die acht 
Segmente im Bereich des p-Barrels, welche den konservierten P- 
Faltblattstrangen entsprechen und in den Kristallstrukturen 
von Bbp und Rbp groSe Ahnlichkeit aufweisen, sind durch 
Unterstreichung hervorgehoben . Die Schleif enregionen, in denen 
Aminosauren bevorzugt ausgetauscht werden sollen, sind 
unterhalb der Sequenz des Bbp durch doppeltes Unterstreichen 
gekennzeichnet . Diejenigen Positionen im Bbp, welche in den 
Beispielen mutiert wurden, sind zusatzlich durch Sterne 
markiert. Das Alignment zwischen den Sequenzen von Bbp und 
ApoD entspricht derjenigen in der Publikation von Peitsch und 
Boguski (New Biologist 2 (1990) , 197-206) . 

Figur 4 zeigt schematisch eine Strategie zur konzert ierten 
Mutagenese von 16 ausgewahlten Aminosaurepositionen im Bbp 
durch wiederholte Anwendung der Polymerase-Kettenreaktion 
(PGR) . Fur jede der vier Peptidschleif en des Lipocalins, in 
der Aminosauren mutiert werden sollten, wurde ein 
Oligodesoxynukleotid synthetisiert , SEQ ID N0:1, SEQ ID N0:2, 
SEQ ID NO: 3 und SEQ ID N0:4, wobei an den Mutationsstellen 
jeweils die im Sequenzprotokoll angegebenen Mischungen der 
Basenbausteine eingesetzt wurden. Aufgrund der gewahlten 
Zusammensetzung konnte an alien mutierten Codons aus den drei 
insgesamt moglichen Stopcodons ggf . nur das Amber -Stopcodon, 
TAG, entstehen, welches in den zur Genexpression verwendeten 
E. coll supE-Stammen XLl-Blue oder TGI als Glutamin 
translatiert wird. Fur bestimmte Anwendungen, beispielsweise 
zur Genexpression in anderen Bakterienstammen oder Organismen, 
kann ein solches Nonsense -Codon, wenn es im Strukturgen fur 
ein selektiertes Anticalin auftritt, vom Fachmann z. B. 
mittels ortsgerichteter Mutagenese durch ein fur Glutamin 
kodierendes Codon substituiert werden. Mit den Primern SEQ ID 
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N0:1 und SEQ ID NO: 2 wurde unter Verwendung der pBBP20- 
Plasmid-DNA (SEQ ID NO:10), die das Bbp-Strukturgen enthalt, 
als Matrize ein Nukleinsauref ragment mit 159 Basenpaaren 
amplifiziert (1. Schritt, A). Parallel dazu vmrde mit den 
Primern SEQ ID NO: 3 und SEQ ID NO: 4, ebenfalls unter 
Verwendung von pBBP20 als Matrize, ein Nukleinsauref ragment 
mit 164 Basenpaaren amplifiziert (1. Schritt, B) . Die Mischung 
dieser beiden Fragmente diente als Matrize in einem 2. 
Amplif izierungschritt in Gegenwart eines mit den beiden 
Fragmenten hybridisierenden Oligodesoxynukleotids SEQ ID NO: 5 
sowie der beiden f lankierenden PGR- Primer SEQ ID NO: 6 und SEQ 
ID NO: 7, wobei ein Genf ragment von 3 71 Basenpaaren erhalten 
wurde. Dieses enthielt alle 16 mutierten Codons und wurde 
anschlieSend mittels der beiden BstXI-Schnittstellen in dem 
Vektor pBBP20 kloniert . Die Verwendung dieser beiden 
Restriktionsschnittstellen, die durch ihre spezielle Anordnung 
beim Restriktionsverdau zu zwei nicht kompatiblen 
iiberhangenden DNA-Enden fuhrten, ermoglichte eine besonders 
effiziente Ligierung. Zur Einfiihrung der beiden BstXI- 
Schnittstellen in das Bbp-Strukturgen waren zuvor die beiden 
Aminosauresubstitutionen Asn21 zu Gin und Lysl35 zu Met 
gegenuber der ursprunglichen Sequenz vorgenommen worden. 

Figur 5 zeigt eine Zeichnung von pBBP20. Dieser Vektor kodiert 
ftir ein Fusionsprotein aus der OmpA-Signalsequenz , einem 
veranderten Bbp mit den vier Aminosauresubstitutionen Asnl zu 
Asp, Asn21 zu Gin, Lys87 zu Ser und Lysl35 zu Met, dem Strep- 
Tag II-Af f initatsanhangsel und einer verkiirzten Form des 
Hullproteins pIII von M13, umfassend die Aminosauren 217 bis 
4 06 (pIII) . Das Strukturgen steht unter der 
Transkriptionskontrolle des Tetracyclin-Promotor/Operators 
(tetP/o) und endet am Lipoprotein-Transkriptionsterminator 
(tipp) . Weitere Elemente des Vektors sind der 
Replikationsur sprung (ori) , die intergenische Region des 
filamentdsen Bakteriophagen fl (fl-IG) , das fur die p-Lactamase 
kodierende Ampicillin-Resistenzgen (bla) und das Tetracyclin- 
Repressorgen (tetR) . Zwischen der kodierenden Region fiir das 
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Bbp mit der OmpA-Signalsequenz und dem Strep-Tag II sowie der 
kodierenden Region fiir das verkiirzte Phagenhiillprotein pIII 
befindet sich ein Amber-Stopcodon, welches in einem Amber- 
Suppressor-Wirtsstamm teilweise uberlesen wird. Die beiden 
Bs tXI-Schnittstellen, die zur Klonierung der tnutierten 
Genkassette verwendet wurden, und die das Strukturgen 
f lankierenden Restriktionsschnittstellen sind markiert . Ein 
relevanter Ausschnitt aus der Nukleinsauresequenz von pBBP20 
ist mit der kodierten Aminosauresequenz im Sequenzprotokoll 
als SEQ ID NO: 10 wiedergegeben . Der Ausschnitt beginnt mit 
einer Hexanukleotidsequenz , die durch Ligierung eines XJbal- 
IFberhangs mit einem dazu komplementaren Spel-Uberhang erhalten 
wurde, und endet mit der Hindlll-Schnittstelle . Die 
Vektorelemente auSerhalb dieses Bereichs sind identisch mit 
dem Vektor pASK75, dessen vollstandige Nukleotidsequenz in der 
Of f enlegungsschrift DE 44 17 598 Al angegeben ist. 

Figur 6 zeigt eine Zeichnung von pBBP21 (A) und von pBBP22 
(B) . pBBP21 kodiert fiir ein Fusionsprotein aus der OmpA- 
Signalsequenz, einem veranderten Bbp gemalS Figur 5 und dem 
Strep-Tag II -Af f initatsanhangsel . Dieses Strukturgen wird von 
dem dsbC-Strukturgen (einschlieSlich dessen ribosomaler 
Bindungsstelle) aus E, coli (Zapun et al . , Biochemistry 34 
(1995), 5075-5089) als einem zweiten Cistron gefolgt. Das 
dadurch gebildete kiinstliche Operon steht unter gemeinsamer 
Transkriptionskontrolle des Tetracycl in- Promoter/Operators 
(tetP/^) und endet am Lipoprotein-Transkriptionsterminator 
(tlpp) . Alle weiteren genetischen Elemente sind identisch mit 
pBBP20 gemaiS Figur 5. Die mit der Kosekretion verbundene 
Uberproduktion der bakteriellen Disulf idisomerase DsbC kann 
die Knupfung der richtigen Disulf idbrucken in dem Lipocalin 
unterstiitzen und so die Ausbeute an korrekt gefaltetem 
Polypeptid steigern. Allerdings ist die Produktion des 
Lipocalins oder der Anticaline auch ohne diese MaSnahme 
moglich. Ein relevanter Ausschnitt aus der Nukleinsauresequenz 
von pBBP21 ist mit der kodierten Aminosauresequenz im 
Sequenzprotokoll als SEQ ID NO: 11 wiedergegeben. Der 
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Ausschnitt beginnt mit der ;fjbaI-Schnittstelle und endet mit 
einem Hexanukleotid, das durch Ligierung eines stumpfen 
Strangendes mit einem aufgefullten Hindlll-Strangende erhalten 
wurde, wobei die urspriingliche Hindlll-Schnittstelle verloren 
ging. Die Vektorelemente auSerhalb dieses Bereichs sind 
identisch mit dem Vektor pASK75, dessen vollstandige 
Nukleotidsequenz in der Of f enlegungsschrif t DE 44 17 598 Al 
angegeben ist. pBBP22 kodiert fur ein Fusionsprotein aus der 
OmpA-Signalsequenz, einem veranderten Bbp gemafi Figur 5, dem 
Strep-Tag II-Af f initatsanhangsel und einer Albumin- 
Bindungsdomane (abd) des Protein G aus Streptococcus (Kraulis 
et al., FEBS Lett. 378 (1996), 190-194). Alle weiteren 
genetischen Elemente sind identisch mit pBBP20. Ein relevanter 
Ausschnitt aus der Nukleinsauresequenz von pBBP22 ist mit der 
kodierten Aminosauresequenz im Sequenzprotokoll als SEQ ID 
NO: 12 wiedergegeben. Der Ausschnitt beginnt mit der Xbal- 
Schnittstelle und endet mit der Hindlll-Schnittstelle . Die 
Vektorelemente auSerhalb dieses Bereichs sind identisch mit 
dem Vektor pASK75, dessen vollstandige Nukleotidsequenz in der 
Of f enlegungsschrif t DE 44 17 598 Al angegeben ist. 

Figur 7 zeigt eine graphische Darstellung der Daten aus 
Beispiel 7, in der ein synthetisiertes Peptidepitop des 
Hepatitis C-Virus mit den Anticalinen HepCl (Quadrate) und 
HepC4 (Kreise) in einem ELISA nachgewiesen wurde. Zum 
Vergleich sind die mit dem Bbp (Dreiecke) erhaltenen Werte 
aufgetragen. "C" steht fur die relative Proteinkonzentration 
innerhalb jeder Verdunnungsreihe . 

Figur 8 zeigt eine graphische Darstellung der Daten aus 
Beispiel 8, bei der eine 1 /xM Losung von Fluorescein mit 
unterschiedlichen Konzentrationen des Anticalins FluA versetzt 
wurde. Die Fluoreszenzintensitaten wurden bei einer 
Anregungswellenlange von 490 nm und einer Emissionswellenlange 
von 512 nm gemessen und gegen die jeweilige Gesamtkonzen- 
tration des Anticalins im Ansatz aufgetragen. Die Datenpunkte 
wurden schlieSlich durch eine Ausgleichskurve angepaSt. 
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Beispiele 

Beispiel 1: Herstelluna einer Bibliothek fiir Lipocalinmuteine 

Sofern nicht anders angegeben, wurden die detn Fachmann 
gelaufigen gentechnischen Methoden, wie sie z. B. in Sambrook 
et al. (Molecular Cloning. A Laboratory Manual (1989), Cold 
Spring Harbor Press) beschrieben sind, verwendet . 

Zur konzertierten Mutagenese von insgesamt 16 ausgewahlten 
Aminosaurepositionen in den vier Peptidschleif en des Bbp vmrde 
die PGR in mehreren Schritten gemafi Figur 4 angewandt . Die 
PCR-Reaktionen wurden in den ersten beiden 
Amplif izierungsschritten in einem Volumen von 50 /xl 
durchgef lihrt , wobei 10 ng pBBP20-Plasmid-DNA als Matrize sowie 
jeweils 25 pmol der Primer, welche nach der liblichen 
Phosphoramidit-Methode synthetisiert worden waren, eingesetzt- 
wurden. Zudem enthielt der Reaktionsansatz 5 ^1 lOxTag-Puf f er 
(100 mM Tris/HCl pH 9,0, 500 mM KCl, 1 % v/v Triton X-100) , 3 
111 25 mM MgCl2, 4 [il dNTP-Mix (2,5 mM dATP, dCTP, dGTP, dTTP) . 
Nach Auf fiillen mit Wasser wurde der Ansatz mit Mineralol 
iiberschichtet und in einem programmierbaren 

Thermostatisierblock fur 2 min auf 94 «>C erhitzt . AnschlieSend 
wurden 2,5 u Tag DNA- Polymerase (5 u/^1, Promega) zugegeben 
und 20 Temperaturzyklen von 1 min bei 94 °C, 1 min bei 60 °C, 
1,5 min bei 72 ^C, gefolgt von einer Inkubation fiir 5 min bei 
60 °C, durchgef iihrt . Die gewiinschten Amplif izierungsprodukte 
wurden durch praparative Agarose -Gelelektrophorese unter 
Verwendung des Jetsorb DNA Extraction Kits (Genomed) nach den 
Angaben des Herstellers aus Low Melting Point Agarose (Gibco 
BRL) isoliert. 

Der darauf folgende Amplif izierungsschritt wurde in einem 100 
^1-Ansatz durchgef uhrt, wobei jeweils ca. 6 ng dieser beiden 
Fragmente als Matrize, je 50 pmol der beiden Primer SEQ ID 
NO: 6 und SEQ ID NO: 7 sowie 1 pmol des Oligodesoxynukleotids 
SEQ ID NO: 5 eingesetzt wurden. Die restlichen Komponenten des 
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PCR-Ansatzes wurden wie in den vorangegangenen 
Amplif izierungsschritten mit der doppelten Menge zugesetzt. 
Die PCR fand bei 20 Temperaturzyklen von 1 min bei 94 1 
min bei 55 °C, 1,5 min bei 72 °C statt, gefolgt von einer 
5 abschlieSenden Inkubation fur 5 min bei 60 °C. Das erwartete 
Fragment wurde erneut durch praparative Agarose - 
Gelelektrophorese isoliert . 

Zur Klonierung dieses Fragments, welches die Bibliothek der 
10 Lipocalinmuteine in Form der Nukleinsaure represent ierte, 

wurde es zunachst mit dem Restriktionsenzym BstXI (New England 
Biolabs) nach den Angaben des Herstellers geschnitten. Die 
Reinigung des erhaltenen Nukleinsauref ragments (335 
Basenpaare, bp) erfolgte wiederum mittels praparativer 
15 Agarose-Gelelektrophorese. Analog wurde die DNA des Vektors 
pBBP20 mit SstXI geschnitten und das groSere der beiden 
Fragmente (3971 bp) isoliert. 

Zur Ligierung wurden 0,93 /zg (4,2 pmol) des PCR-Fragments und 

20 11 fxg (4,2 pmol) des Vektorf ragments in Gegenwart von 102 
Weiss Units T4 DNA-Ligase (New England Biolabs) in einem 
Gesamtvolumen von 500 /il (50 mM Tris/HCl pH 7,8, 10 mM MgCl2, 
10 mM DTT, 1 mM ATP, 50 ^g/ml BSA) fur zwei Tage bei 16 °C 
inkubiert. AnschlieSend wurde die DNA gefallt, indem jeweils 

25 24 /il des Ligierungsansatzes mit 10 /xg tRNA aus Hefe 

(Boehringer Mannheim) , 25 ^1 5 M Ammoniumacetat und 100 fxl 
Ethanol versetzt wurden. Nach Inkubation bei -20 fur drei 
Tage wurde zentrif ugiert (25 min, 16000 g, 4 ^C) . Das 
Prazipitat wurde mit jeweils 200 ^1 Ethanol (70 % v/v, -20 °C) 

30 gewaschen und unter Vakuum getrocknet. Die DNA wurde 

schlieSlich in 43,6 fil TE/lO (1 mM Tris/HCl pH 8,0, 0,1 mM 
EDTA pH 8,0) aufgenommen. Die DNA-Konzentration der erhaltenen 
Losung wurde durch analytische Agarose-Gelelektrophorese 
anhand der Fluoreszenzintensitat der mit Ethidiumbromid 

35 angefarbten Banden im Vergleich mit einer Probe bekannter 
Konzentration abgeschatzt. 
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Die Praparation elektrokompetenter Zellen des E. coli K12- 
Stamms XLl-Blue (Bullock et al . , supra) erfolgte gemaS den von 
Tung und Chow (Trends Genet. 11 (1995), 128-129) und von 
Hengen (Trends Biochem. Sci. 21 (1996), 75-76) beschriebenen 
5 Methoden. 1 1 LB-Medium wurde durch Zugabe einer stationaren 
XLl-Blue Ubernachtkultur auf eine optische Dichte bei 600 nm, 
OD600 = 0,0Q eingestellt und bei 200 Upm und 26 °C in einem 2 
1-Erlenmeyer-Kolben inkubiert . Nach Erreichen von ODeoo =0,6 
wurde die Kultur fiir 30 min auf Eis gekiihlt und anschlieEend 
10 fur 15 min bei 4000 g und 4 zentrif ugiert . Das Zellsediment 
wurde zweimal mit jeweils 500 ml eiskaltem 10 % w/v Glycerin 
gewaschen und schlieSlich in 2 ml eiskaltem GYT-Medium (10 % 
w/v Glycerin, 0,125 % w/v Hefeextrakt, 0,25 % w/v Trypton) 
resuspendiert . 

15 

Zur Elektroporation wurde das Easyjec T Basic System (EquiBio) 
mit den dazugehorigen Kvivetten (Elektrodenabstand 2 mm) 
verwendet. Alle Arbeitsschritte wurden im Kuhlraum bei 4 °C 
durchgefiihrt . Jeweils 5 bis 6 ^1 der oben genannten DNA-Losung 

20 (245 ng//xl) wurde mit 40 fil der Zellsuspension gemischt, 1 min 
auf Eis inkubiert und anschlieSend in die Kiivette uberf iihrt . 
Nach der Elektroporation wurde die Suspension sofort in 2 ml 
frischem, eiskaltem SOC-Medium (2 % w/v Trypton, 0,5 % w/v 
Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 10 mM MgS04, 10 mM MgCl2) verdiinnt 

25 und fiir 60 min bei 37 und 200 Upm geschiittelt. Die Zellen 

wurden anschlielSend jeweils fur 2 min bei 3600 g sedimentiert , 
in 1 ml LB-Medium mit 100 (ig/ml Ampicillin (LB/Amp) 
resuspendiert und zu je 200 ^1 auf Agar-Platten (140 mm 
Durchmesser) mit LB/Amp-Medium ausplatt iert . Unter Einsatz von 

30 insgesamt 10,7 ^9 ^er ligierten DNA wurden auf diese Weise mit 
acht Elektroporationsansatzen 3,73-108 Trans formanden 
erhalten, die auf 4 0 Agar-Platten verteilt waren und gemaS 
Beispiel 2 weiter verwendet wurden. 



35 



Beispiel 2: Phaaemidprasentation un d Selektion von Anticalinen 
aeaen Fluorescein 
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Die auf LB/Amp-Agar ausplattierten Zellen, welche mit den 
Phasmidvektoren transf ormiert waren, die fiir die Bibliothek 
der Lipocalinmuteine als Fusionsproteine kodierten, wurden fur 
14 h bei 32 **C inkubiert. Dann wurden die Kolonien unter 
Zusatz von je 10 ml 2xYT/Amp-Medium von den Agar-Platten 
abgeschabt, in einen sterilen Erlenmeyerkolben liberfiihrt und 
2ur vollstandigen Resuspendierung fur 20 min bei 37 200 
Upm geschiittelt. 500 ml auf 37 °C vorgewarmtes 2xYT/Amp-Medium 
vmrden mit 2,3 ml dieser Suspension inokuliert, so daS die 
Zelldichte OD550 bei 0,08 lag. 

Diese Kultur wurde bei 37 ^C, 160 Upm bis zu einer Zelldichte 
von OD550 =0,5 inkubiert, mit VCS-M13 Helferphage 
(Stratagene) infiziert (Multiplicity of Infection ca. 10) und 
fur weitere 30 min bei 37 °C, 160 Upm geschiittelt. 
Anschliefiend wurde Kanamycin (70 ;xg/ml) zugegeben, die 
Inkubatortemperatur auf 26 °C erniedrigt und nach 10 min mit 
25 fig/1 Anhydrotetracyclin (250 ^1 einer 50 /xg/ml-Stammlosung 
in Dimethyl formamid, DMF) zur Induktion der Genexpression 
versetzt. Anschliefiend wurde fiir weitere 7 h bei 26 °C, 160 
Upm inkubiert. 

50 ml wurden aus dieser Kultur entnommen und die Zellen durch 
Zentrifugation (15 min, 12000 g, 4 °C) sedimentiert . Der 
Uberstand, der die Phagemidpartikel enthielt, wurde 
sterilf iltriert (0,45 /xm) , mit 1/4 Volumen (12,5 ml) 20 % w/v 
PEG 8000, 15 % w/v NaCl versetzt und uber Nacht bei 4 °C 
inkubiert. Nach Zentrifugation (20 min, 18000 g, 4 ^C) wurden 
die prazipitierten Phagemidpartikel in 2 ml kaltem PBS (4 mM 
KH2PO4, 16 mM Na2HP04, 115 mM NaCl , pH 7,4) gelost. Die Losung 
wurde fiir 30 min auf Eis inkubiert und auf zwei 1,5 ml- 
ReaktionsgefaEe verteilt. Nach Abzentrifugieren ungeloster 
Bestandteile (5 min, 18500 g, 4 <>C) wurde der Uberstand 
jeweils in ein neues Reaktionsgef afi iiberf iihrt . 

Zur erneuten Fallung der Phagemidpartikel wurde mit 1/4 
Volumen 20 % w/v PEG 8000, 15 % w/v NaCl gemischt und fiir 3 0 
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bis 60 min auf Eis inkubiert . Nach Zentrif ugation (20 min, 
18500 g, 4 °C) vmrde der Uberstand entfernt und die 
prazipitierten Phagemidpartikel in insgesamt 1 ml PBS gelost - 
Nach Inkubation fiir 30 rain auf Eis wurde die Losung 
zentrifugiert (5 min, 18500 g, 4 *>C) und der Uberstand mit den 
Phagemidpartikeln direkt fur die Af f initatsanreicherung 
eingesetzt . 

Zur Aff initatsanreicherung der die Anticalin-Fusionsproteine 
tragenden rekombinanten Phagemide wurden Immuno-Sticks (NUNC) 
verwendet. Diese wurden iiber Nacht mit 800 ^1 eines Konjugats 
aus Rinderserum-Albumin (BSA) und 4 -Glutarylamido- fluorescein 
(100 ^g/ml) in PBS beschichtet . 

Zur Herstellung des Konjugats wurde 4 -Amino- fluorescein 
(Fluoresceinamin Isomer I, Fluka) zunachst mit einem 
funf zehnfachen molaren UberschuS an Glutarsaureanhydrid bei pH 
7,0 gemaS der Arbeitsvorschrif t von Ogano et al . (Carbohydrate 
Res. 105 (1982), 69-85) umgesetzt, urn spater die sterische 
Zuganglichkeit der Fluoresceingruppe zu gewahrleisten . Das 
Reaktionsprodukt 4 -Glutarylamido- fluorescein, welches eine zur 
Kopplung mit dem BSA geeignete Carbonsauregruppe an einer 
aliphatischen Seitenkette trug, wurde anschlielSend durch 
Umkristallisieren aus Aceton/Wasser gereinigt. Eine Losung von 
17,3 mg (37,5 /xmol) dieser Substanz in 25 fxl DMF wurde dann 
zur Aktivierung mit 4,31 mg (37,5 ^mol) N-Hydroxysuccinimid in 
25 Ml sowie mit 7,2 mg (37,5 iimol) l-Ethyl-3 - (3 - 

dimethylaminopropyDcarbodiimid versetzt. Der Ansatz wurde fur 
1 h bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. 20 ixl dieser Losung 
wurden mit einer Losung von 10 mg BSA in 980 ^1 5 % w/v NaHCOs 
pH 8,1 versetzt und fiir 3 h bei RT inkubiert. Nach Abtrennung 
der iiberschussigen Reaktanden von dem BSA-Konjugat mittels 
einer PD-10 Gelf iltrationssaule (Pharmacia) wurde eine 
Beladung von 8 Molekiilen 4-Glutarylamido-f luorescein pro BSA- 
Molekul anhand der Absorption der Fluoresceingruppe bei 495 nra 
(8 = 72000 M'l cm"l) bestimmt. 
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Unbelegte Bindungsstellen auf der Oberflache des Immuno-Sticks 
warden durch Inkubation mit 1,2 ml 2 % w/v BSA in PBST (PBS 
mit 0,1 % v/v Tween 20) fiir 2 h bei RT abgesattigt. Nach 
dreimaligem kurzen Waschen mit jeweils 1,2 ml PBST wurde der 
Immuno-Stick in einer Mischung aus 250 ^1 der Phagemidlosung 
und 500 ^ll Blockierungspuf fer (2 % w/v BSA in PBST) fiir 1 h 
bei RT inkubiert. 

Zur Entfernung nicht gebundener Phagemide wurde achtmal (bei 
der ersten Selektion) bzw. zehnmal (bei den Selektionszyklen 2 
bis 6) mit jeweils 950 /xl PBST fur 2 min gewaschen. 
Adsorbierte Phagemide wurden schliei^lich durch lOminiitige 
Behandlung des Immuno-Sticks mit 950 m1 0/1 ^ Glycin/HCl pH 
2,2 eluiert, wobei der pH der Elutionsf raktion sofort 
anschlieSend durch Mischen mit 160 /xl 0,5 M Tris neutralisiert 
wurde . 

Zur Amplif izierung wurde diese Phagemidlosung (1,1 ml, je nach 
Selektionszyklus zwischen 10^ und 10^ Colony- forming Units) 
kurz auf 37 erwarmt, mit 4 ml einer exponentiell wachsenden 
Kultur von E. coli XLl-Blue (OD550 = 0,5) gemischt und fur 30 
min bei 37 °C, 200 Upm inkubiert. Die mit den Phagemiden 
infizierten Zellen wurden anschlieiSend sedimentiert (2 min, 
4420 g, 4 °C) , in 800 /xl des Kulturmediums resuspendiert und 
auf vier Agar-Platten mit LB/Amp-Medium (140 mm Durchmesser) 
ausplattiert . 

Zur wiederholten Produktion und Af f initatsanreicherung von 
Phagemidpartikeln wurde verfahren, wie zu Beginn dieses 
30 Beispiels beschrieben. In diesen Fallen wurde mit 0,2 bis 1 ml 
der Suspension der auf den Agar-Platten gewachsenen Zellen 
jeweils 50 ml 2xYT/Amp- Medium angeimpft. Auf diese Weise 
wurden fiinf weitere Selektionszyklen mit dem BSA- 
Fluoresceinkonjugat durchgefuhrt . 

35 

Beispiel 3: Produktion der Anticaline 
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Zur praparativen Produktion der Anticaline wurde die 
Genkassette zwischen den beiden BstXI-Schnittstellen aus dem 
pBBP20-Vektor in das Expressionsplasmid pBBP21 subkloniert. 
Als Kontrolle wurde das auf pBBP21 ursprunglich kodierte Bbp 
5 ebenfalls produziert. 

Zur Subklonierung wurde aus der Mischung der B. coii-Zellen aus 
Beispiel 2, die mit den Phagemiden des letzten 
Selektionszyklus infiziert waren, die Phasmid-DNA unter 

10 Verwendung des QIAprep Spin Miniprep Kits (QIAGEN) isoliert. 
Diese wurde mit dem Restriktionsenzym BstXI geschnitten und 
das kleinere der beiden Fragmente (335 bp) durch praparative 
Agarose-Gelelektrophorese wie in Beispiel 1 beschrieben 
gereinigt. In gleicher Weise wurde die DNA des Vektors pBBP21 

15 mit BstXl geschnitten und das groSere der beiden Fragmente 
(4132 bp) isoliert. 

Zur Ligierung wurden jeweils 50 fmol der beiden DNA- Fragmente 
in einem Gesamtvolumen von 2 0 /il (3 0 mM Tris/HCl pH 7,8, 10 mM 

20 MgCl2/ 10 mM DTT, 1 mM ATP) mit 1,5 Weiss Units T4 DNA Ligase 
(Promega) versetzt und 5 h bei 16 inkubiert . Mit 5 /xl 
dieses Ligierungsansatzes wurde dann E. coIi-TGl-F" {E. coli 
K12 TGI, der durch wiederholte Kultivierung unter nicht 
selektiven Bedingungen sein Episom verloren hatte) nach der 

25 CaCl2-Methode transf ormiert (Sambrook et al . , supra). 

Aus zehn der erhaltenen Kolonien wurde die Plasmid-DNA 
isoliert und die Ligierung durch Restriktionsanalyse mit den 
Enzymen Hindlll und Kpnl kontrolliert . Alle zehn Plasmide 
30 zeigten die erwarteten Fragmentgrofien von 342 und 4125 bp. 

Die Sequenzanalyse der Bbp-Genkassetten erfolgte mit Hilfe des 
T7 Sequencing Kits (Pharmacia) nach Herstellerangaben unter 
Verwendung der Oligodespxynukleotide SEQ ID NO: 8 und SEQ ID 
35 NO: 9. Dabei wurden unter den zehn isolierten Plasmiden nur 
vier verschiedene Sequenzen gefunden, deren Genprodukte als 
FlioA, FluB, FluC und FluD bezeichnet wurden. Die DNA-Sequenz 
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von FluA war zweimal, von FluB viermal, von FluC dreimal und 
von FluD einmal vertreten. Die Nukleot idsequenzen von FluA, 
FluB und FluC wurden in Aminosauresequenzen libersetzt, und die 
vom Bbp abweichenden Aminosauren sind in Tabelle 1 
wiedergegeben . 

Zur Untersuchung der Bindungsaktivitat der Anticaline in einem 
ELISA (Beispiel 4) wurde die Proteinproduktion der 
entsprechenden Klone im 50 ml-MaSstab durchgef uhrt . Dazu 
wurden jeweils 4 ml LB /Amp-Medium mit einer Einzelkolonie des 
TGl-F^-Transformanden, der das jeweilige Plasmid trug, 
angeimpft und iiber Nacht bei 30 200 Upm inkubiert . 500 /xl 

dieser Vorkultur wurden dann jeweils auf 50 ml LB/Amp-Medium 
liberimpft und bei 22 ^'C, 200 Upm bis zu einer OD550 = 0,5 
geschiittelt. AnschlieSend wurde mit 200 fxg/l 

Anhydrotetracyclin (50 fil einer 200 /xg/ml-Stammlosung in DMF) 
induziert und weitere 3 h bei 22 °C, 200 Upm geschuttelt. Die 
Zellen wurden durch Zentrif ugation (15 min, 4420 g, 4 *C) 
sedimentiert und jeweils in 1 ml kaltem Periplasma- 
Aufschlufipuf fer (100 mM Tris/HCl pH 8,0, 500 mM Saccharose, 1 
mM EDTA) resuspendiert . Nach Zugabe von 25 ixl einer Losung von 
1 mg/ml Lysozym in dem Periplasma-Auf schluSpuf f er wurde fur 30 
min auf Eis inkubiert. Die Spharoplasten wurden durch 
Zentrifugation (15 min, 18500 g, 4 °C) sedimentiert, und der 
Uberstand wurde als periplasmatischer Proteinextrakt in ein 
neues Reaktionsgef aS iiberfuhrt. 

Zur Proteinproduktion im gr61!.eren MaSstab wurde eine 50 ml- 
Vorkultur (LB/Amp-Medium) direkt mit einer Einzelkolonie des 
mit dem entsprechenden Plasmid transf ormierten TGl-F' -Stamms 
angeimpft und bei 30 ^C, 200 Upm iiber Nacht geschuttelt. Im 
Fall der Anticaline FluA und FluB wurde der E. coIi-Stamm JM83 
(Yanisch-Perron et al.. Gene 33 (1985), 103-119), der kein 
supE-Gen tragt, verwendet . Die gesamte Vorkultur wurde auf 2 1 
LB/Amp-Medium in einem 5 1-Erlenmeyerkolben iiberimpft, 
woraufhin die Kultur bei 22 *»C, 200 Upm inkubiert wurde. Bei 
einer Zelldichte von OD550 = 0,5 wurde mit 200 /zg/l 
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Anhydrotetracyclin (200 /il einer 2 mg/ml-Stamml6sung in DMF) 
induziert und fur weitere 3 h bei 22 °C, 200 Upm geschuttelt. 

Die Zellen wurden abzentrif ugiert (15 min, 4420 g, 4 °C) und 
5 nach Entfernung des Uberstands unter Kuhlung auf Eis in 20 ml 
des Periplasma-Auf schluSpuf fers resuspendiert . Nach Zugabe von 
50 fig/ral Lysozym (100 ^1 einer Losung von 10 mg/ml Lysozym in 
dem Periplasma-Auf schluBpuf fer) wurde fur 3 0 min auf Eis 
inkubiert. AnschlieSend wurden die Spharoplasten in zwei 

10 auf einanderfolgenden Zentrif ugationsschritten abgetrennt (15 

min, 4420 g, 4 °C und 15 min, 30000 g, 4 ^C) . Der so gewonnene 
periplasmatische Proteinextrakt wurde gegen CP-Puffer (100 mM 
Tris/HCl pH 8,0, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA) dialysiert, 
sterilf iltriert und zur chromatographischen Reinigung 

15 eingesetzt. 

Die Reinigung erfolgte mittels des an den C-Terminus der 
Lipocalirimuteine fusionierten Strep-Tag II- 

Af f initatsanhangsels (Schmidt et al . , supra). Im vorliegenden 

20 Fall wurde das Streptavidinmutein "1" eingesetzt (Deutsche 

Patentanmeldung 196 41 876.3; Voss und Skerra, Protein Eng. 10 
(1997), 975-982), welches an eine aktivierte Sepharose (5 
mg/ml immobilisiertes Streptavidin, bezogen auf das 
Bettvolumen der Matrix) gekoppelt war. 

25 Eine mit diesem Material befullte Chromatographiesaule mit 2 
ml Bettvolumen wurde bei 4 und einer FluSrate von 20 ml/h 
mit 10 ml CP-Puffer aquilibriert . Die Chromatographie wurde 
durch Messung der Absorption bei 280 nm des Eluats in einem 
DurchfluS- Photometer verf olgt . Nach dem Auftragen des 

30 periplasmatischen Proteinextrakts wurde bis zum Erreichen der 
Basislinie mit CP-Puffer gewaschen und das gebundene Anticalin 
anschlieSend mit 10 ml einer Losung von 2,5 mM D-Desthiobiotin 
(Sigma) in CP-Puffer eluiert. Die Fraktionen, die das 
gereinigte Anticalin enthielten, wurden mittels der SDS- 

35 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (Fling und Gregerson, Anal. 
Biochem. 155 (1986), 83-88) uberpriift und vereinigt. Die 
Proteinausbeuten lagen zwischen 200 fxg und 3 mg je 2 1 Kultur. 



wo 99/1 6873 PCT/DE98/02898 

40 

Tabelle 1: Sequenzcharakteristika selektierter Anticaline 

Aminosaure- Bbp FluA FluB FluC HepCl HepC4 
Position 



34 


Asn 


Ser 


Gin 


Ser 


Lys 


Gln^ 


35 


Ser 


Pro 


His 


Lys 


Thr 


Ala 


36 


Val 


Asn 


Trp 


Asn 


Lys 


Pro 


37 


Glu 


Gly 


Asp 


Gly 


Gln^ 


Gly 


58 


Asn 


Arg 


Arg 


Arg 


Leu 


Pro 


60 


His 


Asp 


Arg 


Thr 


His 


Asn 


69 


lie 


Met 


His 


Gln^ 


Phe 


Ala 


88 


Leu 


Arg 


Val 


Arg 


Val 


Trp 


90 


Tyr 


Val 


Arg 


Val 


Ala 


Gly 


93 


Val 


Tyr 


Arg 


Lys 


Phe 


Leu 


95 


Lys 


Arg 


Arg 


Arg 


Ser 


Ala 


97 


Asn 


Thr 


Gly 


Gly 


Gin 


Trp 


114 


Tyr 


Ser 


Arg 


Arg 


Ala 


Pro 


116 


Lys 


Arg 


Arg 


Arg 


Tyr 


Arg 


125 


Gin 


Trp 


Trp 


Leu 


Val 


Leu 


127 


Phe 


His 


His 


His 


Phe 


Pro 


4 0t> 


Gly 






Arg 


Glu 




68^ 


Phe 






Val 






70^ 


Glu 




Lys 








96^ 


Glu 


Lys 










100^ 


Asn 








Ser 





^Diese Glutaminsaurereste wurden von Amber-Stopcodons kodiert. 
^Diese Aminosauresubstitutionen traten aufgrund zufalliger 
Mutationen auf . 

30 

Beispiel 4: Ermittlung der Affinitat de r Anticaline fur 
Fluorescein und dessen Derivate 

Fur den Bindungsnachweis im ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent 
35 Assay) wurden zunachst die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte 
(Micro Test III Flexible Assay Plate; Falcon) mit je 100 fxl 
einer 100 /xg/ml-L6sung des BSA-Fluorescein-Konjugats aus 
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Beispiel 2 in PBS gefiillt und uber Nacht bei RT inkubiert. Als 
Kontrolle diente nicht konjugiertes BSA. Die Losung wurde 
entfernt und unbelegte Bindungsstellen wurden mit 200 /xl 2 % 
w/v BSA in PBST fur 2 h abgesattigt. Nach dreimaligem Waschen 
mit PBST wurden 100 ^ll des periplasmatischen Proteinextrakts 
aus der Produktion im 50 ml-MaiSstab (Beispiel 3) in die 
Vertiefungen gefullt. Ausgehend von diesen Proteinlosungen 
wurden Verdunnungsreihen in PBST hergestellt. Nach 1 h 
Inkubation bei RT wurde erneut dreimal mit PBST gewaschen und 
ein Streptavidin-Alkalische Phosphatase-Konjugat (Amersham) , 
1:1000 mit PBST verdvinnt, in die Vertiefungen gefullt. Dieses 
Enzymkonjugat diente zur Erkennung des Strep-Tag II-Anhangsels 
am C-Terminus der Anticaline. Es wurde fur 1 h bei RT 
inkubiert und anschliefiend zweimal mit PBST und zweimal mit 
PBS gewaschen. Der Nachweis der an die Fluoresce ingruppen 
gebundenen Anticaline erfolgte schlieiSlich raittels der durch 
die Alkalische Phosphatase katalysierten Hydrolyse von p- 
Nitrophenylphosphat . Dazu wurden 100 /xl einer Losung von 0,5 
mg/ml p-Nitrophenylphosphat (Amresco) in AP-Puffer {100 mM 
NaCl, 5 mM MgCl2, 100 mM Tris/HCl pH 8 , 8 ) in die Vertiefungen 
gefullt und die Produktbildung durch Messung der Absorption 
bei 405 nm in einem SpectraMax 250-Photometer (Molecular 
Devices) verf olgt . 

Hierbei lieS sich praktisch keine Bindung fur FluD und das Bbp 
nachweisen, wahrend FluA, FluB und FluC intensive 
Bindungssignale zeigten. Das Signal war in der Relation fiir 
FluC am starksten, gefolgt von FluA und FluB. 

Die Liganden-Bindungseigenschaften der Anticaline wurden 
daraufhin mittels der Methode der Fluoreszenztitration 
bestimmt. Gemessen wurde dabei die Abnahme der intrinsischen 
Tyrosin- und Tryptophan-Fluoreszenz des Proteins bei 
Komplexbildung mit dem Liganden. Die Messungen erfolgten mit 
einem Fluoreszenzphotometer (MS III, Photon Technology 
International Inc.) bei einer Anregungswellenlange von 280 nm 
(Spaltbreite 5 nm) und einer Emissionswellenlange von 340 nm 
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{Spaltbreite 10 nm) . Als Liganden vmrden Fluorescein, 4 -Amino- 
fluorescein sowie dessen Konjugat mit Glutarsaure aus Beispiel 
2 eingesetzt. Diese drei Liganden zeigten bei den angegebenen 
Wellenlangen keine signifikante Eigenf luoreszenz . 

5 

Als Puffer system diente PBS unter Zusatz von 1 mM EDTA mit pH 
7,4 (mit NaOH eingestellt) . Alle verwendeten Losungen wurden 
sterilf iltriert (0,45 ^m) . Die Losung des jeweiligen 
gereinigten Anticalins aus Beispiel 3 wurde dreimal gegen 
10 diesen Puffer dialysiert und durch Verdiinnen auf eine 
Konzentration von 1 iiM eingestellt. Die 

Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels der Absorption bei 
280 nm unter Verwendung kalkulatorischer 

Extinktionskoef f izienten von 63680 M'^ cm"^ fiir FluB sowie 
15 52300 cm~l fiir FluC, Fur FluA und Bbp wurden die nach Gill 

und von Hippel (Anal. Biochem. 182 (1989), 319-326) in 
Gegenwart von Guanidiniumchlorid korrigierten kalkulatorischen 
Extinktionskoef f izienten von 59755 M'^ cm^^ (FluA) sowie 54150 
M"^ cm"^ (Bbp) verwendet. 

20 

Zur Messung wurde 2 ml der Anticalinlosung in einer 
Quarzkuvette, die mit einem Riihrfisch ausgestattet war, 
vorgelegt und im Probenhalter des Photometers auf 25 °C 
temperiert. AnschlieSend wurden insgesamt 40 ^1 einer 250 /iM 

25 bis 1 mM Losung des Liganden in demselben Puffer in Schritten 
von 1 /Ltl bis 4 ^1 zupipettiert . Die dabei stattf indende 
Verdunnung der vorgelegten Proteinlosung urn maximal 2 % blieb 
bei der nachf olgenden Auswertung der Daten unberucksichtigt . 
Nach jedem Titrationsschritt wurde zur 

3 0 Gleichgewichtseinstellung fur 1 min unter Riihren inkubiert und 
das Fluoreszenzsignal als Mittelwert uber 10 s gemessen. Nach 
Abzug des Fluoreszenzwertes fiir den Puffer wurden die Signale 
auf einen Anfangswert von 100 % normiert und urn den inneren 
Filtereffekt der Liganden korrigiert. Dazu wurden 

3 5 Fluoreszenztitrationen mit dem jeweiligen Ligand durchgefiihrt , 
bei denen die Anticalin-Losung durch N-Acetyl-L-tryptophanamid 
(Sigma) ersetzt war. 
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Die so erhaltenen MeSwerte einer Titrationsreihe wurden gemaS 
folgender Formel durch nicht-lineare Regression mit Hilfe des 
Computerprogratnms Kaleidagraph (Abelbeck Software) angepaSt: 

Dabei bedeuten F die normierte Fluoreszenzintensitat und [P]t 
die Konzentration des Anticalins. [L] t ist die 
10 Gesamtkonzentration des Liganden bei dem jeweiligen 

Titrationsschritt . fpL und Kd vmrden als freie Parameter an die 
gemessenen Daten angepaSt und stehen fur den 

Fluoreszenzkoef f izienten des Anticalin-Ligandkomplexes sowie 
fur die thermodynamische Dissoziationskonstante dieses 

15 Komplexes. Im Fall von FluC wurde zusatzlich [Pit als freier 

Parameter angepaSt. Die ermittelten Dissoziationskonstanten fiir 
die Anticaline FluA, FluB und FluC sind in Tabelle 2 
wiedergegeben. Der Bindungsef f ekt bei der Vergleichsmessung mit 
Bbp war so schwach, daS eine Dissoziationskonstante in diesem 

20 Fall nicht bestimmt werden konnte. 

Tabelle 2: Dissoziationskonstanten fur die Ko mplexe aus 
Anticalinen und Fluoresce inderivaten 



25 



Fluorescein 



4-Aminof luo- 
rescein 



4-Glutarylami- 
dof luorescein 



30 



FluA 118 ± 14 nM 

FluB 5,73 ± 0,86 fiM 

FluC 411 ± 20 nM 



224 ± 6 nM 
2,84 ± 0,3 /iM 
299 ± 41 nM 



601 ± 16 nM 
4,70 ± 0,51 
78 ± 3 nM 



Beispiel 5: Selektion von Antic alinen gegen ein Hepatitis C- 

Peptj^depi^tQP 



Zur Selektion der Anticaline wurde die in Beispiel 1 
35 hergestellte Bibliothek verwendet. Die Vermehrung und 

Isolierung der Phagemide erfolgte genauso wie in Beispiel 2 
beschrieben. 
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Als Peptidligand wurde ein biotinyliertes synthetisches 
Hepatitis C-Peptidepitop eingesetzt, bei dem es sich urn das 
Peptidf ragment Nr. 59 aus dem Oberf lachenprotein NS4 von HCV 
handelte (Khudyakow et al., Virology 206 (1995), 666-672). Das 
Peptid, SEQ ID NO: 13, wurde nach der iiblichen Fmoc-Methode 
mittels eines PS3 Automaten (RAININ Instrument Co.) 
synthetisiert, wobei Rink Amid MBHA-Harz (novabiochem) 
eingesetzt wurde. Im AnschluS an die Kopplung der 
Aminosaurebausteine vom C- zum N-Terminus wurde 
Aminocapronsaure als Boc-geschutztes Derivat und im letzten 
Schritt D-Biotin (Sigma) gekoppelt. Das vom Harz abgespaltene 
und entschutzte Peptid wurde mittels HPLC gereinigt, und seine 
Zusammensetzung wurde durch ESI-Massenspektrometrie uberpriift. 

Zur Af f initatsanreicherung der die Anticalin-Fusionsproteine 
tragenden rekombinanten Phagemide wurden mit Streptavidin 
beschichtete superparamagnetische Partikel (Dynabeads M-280 
Streptavidin, Dynal) verwendet. Die Menge des Peptidliganden 
wurde so eingestellt, daS dieser einerseits im molaren 
UberschuE gegeniiber den eingesetzten Phagemiden vorlag, und 
daS andererseits die Bindekapazitat des Streptavidins fur die 
Biotingruppen nicht iiberschritten wurde. 

Dazu wurden 20 ^1 der Peptidlosung (20 /ig/ml in PBS) mit 280 
^1 einer Losung der frisch praparierten Phagemide (3,0- 10^2 
cfu/ml) gemischt und fur 1 h bei RT inkubiert, woraufhin 100 
Ml einer Losung von 8 % w/v BSA, 0,4 % v/v Tween 20 in PBS 
zugegeben wurde. Parallel wurden 100 fil der kommerziell 
erhaltlichen Suspension der magnetischen Partikel dreimal mit 
jeweils 100 ^1 PBS gewaschen und zur Absattigung 
unspezifischer Bindungsstellen mit 100 fxl 2 % w/v BSA in PBST 
fur 1 h bei RT inkubiert. Nach Entfernung des Uberstandes 
wurden die magnetischen Partikel mit der 

Peptid/Phagemidmischung versetzt, resuspendiert und fur 10 min 
bei RT inkubiert, Zur Absattigung freier Biotin- 
Bindungsstellen des Streptavidins wurde die Mischung 
schlieSlich mit 10 /itl einer Losung von 4 /xM Desthiobiotin in 
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PBS versetzt und fiir 5 min bei RT inkubiert . 

Zur Entfernung nicht gebundener Phagemide warden die 
magnetischen Partikel achtmal mit jeweils 1 ml PBST, 0,1 /xM 
Desthiobiotin gewaschen. Dazu wurden die magnetischen Partikel 
mit Hilfe eines Magneten an der Wand des 1,5 ml 
EppendorfgefaSes gesammelt und der Uberstand abgezogen. Danach 
vmrden die magnetischen Partikel mit frischem Puffer 
resuspendiert und fiir 1 min durch Rotation des GefaSes in 
Suspension gehalten. Die Elution der gebundenen Phagemide 
erfolgte durch lOminiitige Inkubation der resuspendierten 
Partikel in 950 ^1 0,1 M Glycin/HCl pH 2,2. Der pH-Wert der 
Losung wurde im AnschluS daran sofort durch Zugabe von 16 0 ^1 
0,5 M Tris neutralisiert . 

AnschlieSend wurden die eluierten Phagemide wie in Beispiel 2 
beschrieben vermehrt und fiir eine erneute Af f initatsselektion 
unter den oben angegebenen Bedingungen eingesetzt. Insgesamt 
wurden 6 Selektionszyklen durchgef uhrt . 

Beispiel 6: Identif izieruna peptidbindender An ticaline mittels 
der "Colony Screening" -Me thode 

Zur analytischen Produktion der Anticaline als Fusionsprotein 
mit dem Strep-Tag II sowie der Albumin-Bindungsdomane und 
deren Charakterisierung durch "Colony Screening" wurde die 
Genkassette zwischen den beiden Bs tXI-Schnittstellen aus dem 
Vektor pBBP20 in pBBP22 subkloniert . 

Dazu wurde aus der Mischung der coIi-Klone , die durch 
Infektion mit den im letzten Selektionszyklus eluierten 
Phagemiden aus Beispiel 6 erhalten worden waren, die Phasmid- 
DNA unter Verwendung des QIAprep Spin Miniprep Kits (QIAGEN) 
isoliert. Die DNA wurde mit dem Restriktionsenzym BstXI 
geschnitten und das kleinere der beiden Fragmente (335 bp) 
durch praparative Agarose -Gelelektrophorese wie in Beispiel 1 
beschrieben gereinigt. In gleicher Weise wurde die DNA des 
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Vektors pBBP22 mit SstXI geschnitten und das grofiere der 
beiden Fragmente (3545 bp) isoliert. 

Zur Ligierung wurden jeweils 50 fmol der beiden DNA- Fragmente 
5 in einem Gesamtvolumen von 20 /xl (30 mM Tris/HCl pH 7,8, 10 mM 
MgCl2/ 10 DTT, 1 mM ATP) mit 1,5 Weiss Units T4 DNA Ligase 
(Promega) versetzt und uber Nacht bei 16 °C inkubiert. Mit 5 
^1 dieses Ligierungsansatzes wurde E.coli TGl-F" nach der 
CaCl2-Methode transf ormiert . 

10 

Auf eine LB/Amp-Agarplatte wurde sine passend 
zurechtgeschnittene, an einer Stelle markierte hydrophile 
PVDF-Membran (Millipore, Typ GVWP, Porengrofie 0,22 /xm) 
aufgelegt und auf dieser Membran 150 ^1 der Zellsuspension aus 
15 dem Transf ormationsansatz gleichmaSig ausplattiert . Die Menge 
des ausplattierten Transf ormationsansatzes war so bemessen, 
daS ca. 500 Kolonien erhalten wurden. Die Platte wurde fiir 6,5 
h bei 37 ®C im Brutschrank inkubiert, bis die Kolonien eine 
mit dem Auge gut erkennbare GroEe erreicht hatten. 

20 

In der Zwischenzeit wurde eine ebenfalls passend 
zurechtgeschnittene hydrophobe Membran (Millipore, Immobilon 
P, PorengroSe 0,45 /im) nach den Angaben des Herstellers mit 
PBS angef euchtet . ArischlieiSend wurde sie fiir 4 h bei RT in 

25 einer Losung von 10 mg/ml Human -Serumalbumin (HSA, Sigma) in 
PBS geschwenkt. Verbliebene Bindungsstellen auf der Membran 
wurden durch Inkubation mit 3 % w/v BSA, 0,5 % v/v Tween 20 in 
PBS fur 2 h bei RT abgesattigt. Die Membran wurde zweimal fur 
jeweils 10 min mit 20 ml PBS gewaschen und danach fur 10 min 

30 in 10 ml LB/Amp-Medium, dem 200 Anhydrotetracyclin 

zugesetzt war, geschwenkt. AnschlieSend wurde sie an einer 
Stelle markiert und auf eine Kulturplatte mit LB/Amp-Agar, der 
zusatzlich 200 iig/l Anhydrotetracyclin enthielt, gelegt . Die 
mit den Kolonien bewachsene hydrophile Membran wurde so auf 

35 die hydrophobe Membran aufgelegt, daS die beiden Markierungen 
zur Deckung kamen. Die Kulturplatte mit den beiden Membranen 
wurde bei 22 °C fur 15 h inkubiert. Wahrend dieser Phase 
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wurden die jeweiligen Lipocalinmuteine von den Kolonien 
sekretiert und mittels der Albumin -Bindungsdomane an dam HSA 
auf der unteren Membran immobilisiert . 

Danach wurde die obere Membran mit den Kolonien auf eine 
frische LB/Amp-Agarplatte transferiert und bei 4 °C 
aufbewahrt. Die hydrophile Membran wurde abgenommen, dreimal 
fur jeweils 10 min mit 20 ml PEST gewaschen und anschlieSend 1 
h in 10 ml einer Losung von 1 /iM SEQ ID NO: 13 in PEST 
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in PEST wurde fiir 1 h mit 
10 ml Avidin-Alkalische Phosphatase-Konjugat (ExtrAvidin-AP- 
Konjugat, Sigma, 1:1000 verdiinnt in PEST) inkubiert . Die 
Membran wurde anschlieSend fiir jeweils 5 min zweimal mit PEST 
und zweimal mit PBS gewaschen und fiir 10 min in AP-Puffer (0,1 
M Tris/HCl pH 8,8, 0,1 M NaCl, 5 mM MgCl2) geschwenkt. Zur 
chromogenen Nachweisreaktion wurde die Membran in 10 ml AP- 
Puffer, dem 30 /il ECIP (50 ixg/ml in Dimethylf ormamid) und 5 ^1 
NET (75 Aig/ml in 70 % v/v Dimethylf ormamid) zugesetzt waren, 
inkubiert, bis an den Posit ionen einiger der Kolonien 
deutliche Farbsignale zu erkennen waren. Auf diese Weise wurde 
die Eindungsaktivitat der von diesen Kolonien produzierten 
Anticaline fiir den Peptidliganden nachgewiesen. 

Acht dieser Kolonien wurden kultiviert. Ihre Plasmid-DNA wurde 
isoliert und die Ebp-Genkassette einer Sequenzanalyse wie in 
Beispiel 3 unterzogen. Alle Klone wiesen dabei 
unterschiedliche Sequenzen auf. Die charakteristischen 
Aminosauren der Anticaline HepCl und HepC4 sind in Tabelle 1 
angegeben . 

Beispiel 7: Verwenduna der Anticaline zum Nachwe is des 
Hepatitis C-Peptidepitops in einem Sa ndwich-ELISA 

Ausgehend von den in Beispiel 6 gefundenen Klonen wurden die 
entsprechenden Anticaline als Fusionsproteine mit dem Strep- 
Tag II und der Albumin-Eindungsdomane produziert. Die 
Genexpression erfolgte im 50 ml-MaSstab. Dazu wurden jeweils 4 
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ml LB /Amp-Medium mit einer Einzelkolonie von TGl-F", die das 
jeweilige Plasmid trug, angeimpft und iiber Nacht bei 30 °C, 
200 Upm inkubiert. 500 /xl dieser Vorkultur wurden dann jeweils 
auf 50 ml LB/Amp-Medium iiberimpft und bei 22 ^C, 200 Upm bis 
5 zu einer OD550 = 0,5 geschuttelt. AnschlieSend wurde mit 200 
^g/1 Anhydrotetracyclin (50 /xl einer 200 /xg/ml-Stamml6sung in 
DMF) induziert und weitere 3 h bei 22 200 Upm geschuttelt. 

Die Zellen wurden durch Zentrif ugation (15 min, 4420 g, 4 °C) 
sedimentiert und jeweils in 1 ml kaltem Periplasma- 

10 Auf schluSpuf f er (100 mM Tris/HCl pH 8,0, 500 mM Saccharose, 1 
mM EDTA) resuspendiert . Nach Zugabe von 25 /xl einer Losung von 
1 mg/ml Lysozym in dem Periplasma-Auf schluSpuf fer wurde fur 30 
min auf Eis inkubiert. Die Spharoplasten wurden durch 
Zentrif ugation (15 min, 18500 g, 4 °C) sedimentiert, und der 

15 Uberstand wurde als periplasmatischer Proteinextrakt in ein 
neues Reaktionsgef aS uberf iihrt . 

Fur den ELISA wurden die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte 
(ELISA-STRIP, 2x8 Well, KO, F-Form, Bindekapazitat hoch, 

20 Greiner) mit jeweils 200 /xl einer Losung von 20 mg/ml HSA in 

50 mM NaHC03 pH 9,6 gefiillt und fur 1 h bei RT inkubiert. Nach 
Entfernen der Losung wurden unbelegte Bindungsstellen mit 200 
/xl 3 % w/v BSA in PBS mit 0,5 % v/v Tween 20 fur 1 h 
abgesattigt. Nach dreimaligem Waschen mit PBST wurde jeweils 

25 in die erste Vertiefung einer Reihe 50 /xl des unverdunnten 
periplasmatischen Proteinextrakts gefiillt. In den 
darauf folgenden Vertiefungen jeder Reihe wurde zunachst je 50 
/xl PBS vorgelegt. AnschlieSend wurde jeweils in die zweite 
Vertiefung 50 /xl des periplasmatischen Proteinextrakts 

30 pipettiert, gemischt und davon ausgehend in den weiteren 
Vertiefungen der Reihe schrittweise 1 : 2-Verdunnungen 
zubereitet. Als Kontrolle diente der periplasmatische 
Proteinextrakt mit dem Bbp, der unter Verwendung von pBBP22 
als Expressionsplasmid hergestellt worden war. 



Nach 1 h Inkubation bei RT wurde erneut dreimal mit PBST 
gewaschen und anschlieSend jeweils 200 /xl der Ligandenlosung 
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(SEQ ID NO: 13, 1 in PBST) in die Vertiefung pipettiert. 
Nach 1 h Inkubation bei RT wurde dreimal mit PBST gewaschen 
und danach 50 /il Avidin-Alkalische Phosphatase-Konjugat 

(ExtrAvidin-AP-Konjugat, Sigma), 1:1000 verdiinnt in PBST, in 
5 jede Vertiefung gefiillt. Es wurde erneut fur 1 h bei RT 

inkubiert und anschlieSend zweimal mit PBST und zweimal mit 
PBS gewaschen. Der Nachweis der gebundenen Anticaline erfolgte 
mittels chromogener Reaktion in Gegenwart von p- 
Nitrophenylphosphat . Dazu wurden 100 ^1 einer Losung von 0,5 
10 mg/ml p-Nitrophenylphosphat (Amresco) in AP- Puffer in jede 
Vertiefung gefiillt und die Produktbildung durch Messung der 
Absorption bei 405 nm in einem SpectraMax 2 50 -Photometer 

(Molecular Devices) als dA/dt-Wert gemessen. 

15 Im Fall des Bbp liefien sich nur niedrige Signale nachweisen, 
wahrend alle analysierten Anticaline eindeutige Bindung 
zeigten. Das Signal war fiir HepCl am starksten, gefolgt von 
HepC4 . Die Bindungskurven fur HepCl, HepC4 und Bbp sind in 
Figur 7 dargestellt. 

20 

Beisoiel 8: Verwenduna des Anticalins FluA zur Loschuna der 
Eiaenf luoreszenz von Fluorescein 

Durch Fluoreszenztitration einer Losung von Fluorescein mit 
25 unterschiedlichen Konzentrationen des Anticalins FluA wurde 

die Komplexbildung verf olgt . Gemessen wurde dabei die Abnahme 
der Intensitat der Eigenf luoreszenz des Liganden Fluorescein. 
Die Messungen erfolgten mit einem LS 50 B 
Fluoreszenzphotometer (Perkin Elmer) bei einer 
30 Anregungswellenlange von 490 nm (Spaltbreite 4 nm) und einer 
Emissionswellenlange von 512 nm (Spaltbreite 4 nm) . 

Als Puffersystem diente PBS unter Zusatz von 1 mM EDTA mit pH 
7,4 (mit NaOH eingestellt) . Alle verwendeten Losungen wurden 
35 sterilf iltriert (0,45 \m) . Die Losung des gereinigten 

Anticalins FluA aus Beispiel 3 wurde dreimal gegen diesen 
Puffer dialysiert. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte unter 
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Verwendung eines Extinktionskoef f izienten von 59755 M"! cm-^ 
fur FluA. 

Fur eine MeSreihe wurde ein Satz von 15 Losungen mit einer 
konstanten Fluoresceinkonzentration von 1 /zM und variierenden 
Proteinkonzentrationen von 0 bis 10 jeweils in einem 
Gesamtvolumen von 120 fil hergestellt. Dazu wurden je 6 ^1 
einer 20 Losung von Fluorescein in dem genannten Puffer mit 
unterschiedlichen Volumina der Anticalin-Stammlosung versetzt 
und mit Puffer auf ein Gesamtvolumen von 120 |zl aufgefiillt. 

Zur Messung der Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit von der 
jeweiligen Konzentration des Anticalins wurden die einzelnen 
Losungen in eine Quarz-Mikrokuvette uberfuhrt und im 
Probenhalter des Photometers fur 1 min auf 25 °C temperiert . 
AnschlieSend vmrde das Fluoreszenzsignal als Mittelwert iiber 
10 s gemessen. Nach Abzug des Fluoreszenzwertes fur den Puffer 
wurden die Signale auf einen Anfangswert von 100 % skaliert, 
Eine dariiber hinaus gehende Korrektur der MeSwerte erwies sich 
nicht als notwendig. 

Es zeigte sich, dalS die anfanglich hohe Fluoreszenzintensitat 
des Fluoresceins mit zunehmender Konzentration des Anticalins 
erheblich abnahm, bis nur noch eine sehr geringe Fluoreszenz 
gemessen werden konnte. Die erhaltenen Mefiwerte der 
Titrationsreihe wurden gemaB folgender Formel durch nicht - 
lineare Regression mit Hilfe des Computerprogramms 
Kaleidagraph {Abelbeck Software) angepaSt : 

F = (W -[PJ. -K,)| + ([P]. ^ [LI -H K,)^ ■^ (f, - f, t^J- ^ 

Dabei bedeuten F die skalierte Fluoreszenzintensitat und [L] t 
die Konzentration des Fluoresceins (1 ^m).tP]t steht fur die 
Gesamtkonzentration von FluA bei dem jeweiligen 
Titrationsschritt . fpL und Kd wurden als freie Parameter an 
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die geme'ssenen Daten angepaSt und bezeichnen den 
Fluoreszenzkoef f izienten des Komplexes aus dem Anticalin A und 
Fluorescein sowie dessen thermodynamische 
Dissoziationskonstante . 

Die gemessenen Fluoreszenz-Intensitatswerte und die daran 
angepaSte Ausgleichskurve sind in Figur 8 dargestelit. Als 
Dissoziationskonstante fiir den Komplex aus dem Anticalin FluA 
und Fluorescein wurde ein Wert von 35,2 ± 3,2 nM ermittelt. 
Bei der Komplexbildung mit dem Anticalin FluA wurde die 
Fluoreszenzintensitat von Fluorescein zu 99,7 ± 0,3 %, d. h. 
nahezu quantitativ geloscht . In einem entsprechenden 
Kontrollexperiment mit dem rekombinanten BBP wurde keine 
vergleichbare Fluoreszenzloschung gefunden. 
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Pa f>n^ anspruche 

1. Anticaline, herstellbar ausgehend von Polypeptiden der 
Lipocalinf amilie, indem Aminosauren im Bereich der vier 
5 Peptidschleif en, die an einem Ende der zylindrischen 

Faltblattstruktur angeordnet sind, mutiert werden, und die 
dadurch charakterisiert sind, daS sie einen vorgegebenen 
Liganden mit bestimmbarer Affinitat binden. 

10 2. Anticaline nach Anspruch 1, wobei das Lipocalin 

ausgewahlt wird aus der Gruppe bestehend aus dam Bilin- 
Bindungsprotein aus Pieris brassicae, dem Retinol- 
Bindungsprotein des Menschen und dem Apolipoprotein D des 
Menschen. 

15 

3. Anticaline nach Anspruch 1 oder 2, wobei es sich bei 
den mutierten Aminosauren im Bereich der vier Peptidschleif en 
urn die Sequenzpositionen 34 bis 37, 58, 60, 69, 88, 90, 93, 
95, 97, 114, 116, 125 und 127 des Bilin-Bindungsproteins oder 

20 urn die Sequenzpositionen 34 bis 37, 59, 61, 70, 87, 89, 92, 
94, 96, 113, 115, 123 und 125 des Apolipoprotein D handelt . 

4. Anticaline nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei 
weitere Aminosauren in dem Lipocalin oder Anticalin 

25 ausgetauscht werden, urn die monomere Struktur des Anticalins 
zu stabilisieren, urn Erkennungsstellen fur Proteasen in dem 
Anticalin zu eliminieren oder urn geeignete 
Restriktionsschnittstellen zur Manipulation der fiir die 
Lipocalinmuteine oder das Anticalin kodierenden Nukleinsauren 

3 0 einzufuhren. 

5. Anticaline nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei der 
Ligand eine chemische Verbindung in freier oder konjugierter 
Form ist, die Merkmale eines immunologischen Haptens auf weist . 

35 

6. Anticaline nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei der 
Ligand ein Peptid, ein Polypeptid oder ein anderes 
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Makromolekul oder ein entsprechendes Konjugat davon ist. 

7. Verfahren zur Herstellung von Anticalinen nach einem 
Oder mehreren der Anspriiche 1 bis 6, wobei die aus der 
Mutagenese resultierende Nukleinsaure, die fur die Bibliothek 
der Lipocalinmuteine kodiert, zur Selektion des oder der 
Anticaline auf Bindung des vorgegebenen Liganden am 3 ' -Ende 
mit einem Gen, das fur das Hullprotein pIII eines filamentosen 
Bakteriophagen der M13-Familie oder fur ein Fragment dieses 
Hiillproteins kodiert, in operabler Weise fusioniert wird. 

8. Verfahren zur Herstellung von Anticalinen nach einem 
oder mehreren der Anspriiche 1 bis 6, wobei das Anticalin, ein 
Fragment des Anticalins oder ein Fusionsprotein aus dem 
Anticalin und einem anderen Polypeptid ausgehend von der fur 
das Anticalin kodierenden Nukleinsaure mittels gentechnischer 
Methoden in einem bakteriellen oder eukaryontischen 
Wirtsorganismus produziert und aus diesem Wirtsorganismus oder 
dessen Kultur gewonnen wird. 

9. Verwendung von Anticalinen oder von Fusionsproteinen 
aus Anticalinen und anderen Polypeptiden nach einem oder 
mehreren der Anspriiche 1 bis 6 zur Bindung an eine Festphase, 
so daS der Ligand des Anticalins oder ein Konjugat oder 
Fusionsprotein dieses Liganden immobilisiert oder abgetrennt 
we r den kann. 

10. Verwendung von Anticalinen oder von Fusionsproteinen 
aus Anticalinen und anderen Polypeptiden nach einem oder 
mehreren der Anspriiche 1 bis 6 zur Markierung mit einem Enzym, 
einem Antikorper, einer radioaktiven Substanz oder einer 
anderen Gruppe mit einer biochemischen Aktivitat oder mit 
definierten Bindungseigenschaf ten, so daS der Ligand des 
i\nticalins oder ein Konjugat oder Fusionsprotein dieses 
Liganden damit nachgewiesen oder in Kontakt gebracht werden 
kann. 
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. Rbp 1 erix:rvssfrvkenfdkarf sgtwyam akkdpeglfl^ 47 

ApoD 1 QAFHLGKCPNPPVQENFDVNKYLGRWYEIEKIPTTFEN.GRCIQANYSLM 49 

Bbp 1 NVYHIXSACPEVKPVDNFDWSN YHGKWWEVA KYPNSVEKYGK C^ 49 



Rbp 48 DET GOMSATAKG RVRLLNNWDV CADMVGTFT DTEDP , . AKFiaEYWGVAS 95 

ApoD 5 0 ENGKIKVLNQELRADG TVNQIEGEATPVNLT . . EPAKLEVKFSWF 9 2 

Bbp 50 E.GKSVKVSNYHVIHG K EYFIEGTAY PVGDSKI GKIYHK LTYGGV 93 

* * * * * * 



Rbp 96 FLOKG NDDHWIVDT DYiy rYAVOYSCR LLNLIXSTC ADSYSFVFS ^ 145 

ApoD 93 ... MPSAPYWILATDYENYALVYSCTCI . IQ . LFHVDFAWILARNPNL . P 13 6 

Bbp 94 . . .TK ENVFNVLST DNKIS rfIIGYYCK YD:EDKKG HQDFVV^ 138 



Rbp 146 PEAQKIVRQRQEEL.CLA.RQYRLIVH. . .NGYCDGRSERNLL 183 

ApoD 137 PETVDSLKNILT . Sl^IDVKKMTVTD . . QVNCPKLS 169 
Bbp 139 GEAKTAVENYLIGSPWDSQKLVYSDFSEAACKVNN 174 



Fig. 3 
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Sequenzprotokol 1 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Prof. Dr. Ame Skerra 

(B) STRASSE: Max-Lehner-Str . 18 

(C) ORT: Freising 

(D) LAND: Deutschland 

(E) POSTLEITZAHL: 85354 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Anticaline 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 13 

(iv) COMPOTERLESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTrAgeR: Diskette 

(B) COMPUTER: IBM PC-kompatibel 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS /MS -DOS 

(D) SOFTWARE: 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID-N0:1: 

( 1 ) SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 

(A) LANGE: 64 Basen 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxynukleotid 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 1: 

CCATGGTAAA TGGTGGGAAG TCGCCAAATA CCCCNNKNMS NNSNNKAAGT 50 
ACGGAAAGTG CGGA 64 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 2: 

( 1 ) SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 

(A) LANGE: 71 Basen 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxynxakleotid 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 2: 

GGGTAGGCGG TACCTTCSNN AAAGTATTCC TTGCCGTGGA TTACMNNGTA 50 
SNNCGAAACT TTGACACTCT T 71 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID-N0:3: 



( i ) SEQUENZCHARAKTERI STIKA : 
(A) LANGE: 74 Basen 
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(B) ART: Nucleinsaure 

( C ) STRANG FORM : E inz e 1 s t rang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxynukleotid 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-N0:3: 

CCAAGATTGG AAAGATCTAC CACAGCNNSA CTNNKGGAGG TNNSACCWS 50 
GAGNNKGTAT TCAACGTACT CTCC 74 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 4: 

( 1 ) SEQUENZCHARAKTERI STIKA : 

(A) IiANGE: 78 Basen 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxynukleotid 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 4: 

TCTGGAGAGC ACCCAGACMN NGTCSNNGTG TCCCTTCTTG TCCTCGTCGT 50 
ASNNGCAMNN GTATCCGATG ATGTAGTT 78 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 5: 

(1 ) SEQUENZCHARAKTERI STIKA : 

(A) LANGE: 46 Basen 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxynukleotid 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 5: 

AGATCTTTCC AATCTTGGAG TCACCAACTG GGTAGGCGGT ACCTTC 46 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 6: 

(1) SEQUENZCHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 3 6 Basen 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(E) ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxynukleotid 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 6: 

CTTCGACTGG TCCCAGTACC ATGGTAAATG GTGGGA 36 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 7: 



( i ) SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 



• t 
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(A) LANGE: 37 Basen 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxynukleotid 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 7: 
CACCAGTAAG GACCATGCTT CTGGAGAGCA CCCAGAC 37 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 8: 

( i ) SEQUENZCHARAKTERI ST I KA : 

(A) LANGE: 17 Basen 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxynukleotid 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-N0:8: 

GACGGTGCCT GTCCCGA 17 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 9: 

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 17 Basen 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: synthetisches Oligodesoxynukleotid 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 9: 

GACTACTGGG GAGCCGA 17 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 10: 

( i ) SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 

(A) LANGE: 1219 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Fragment des Plasmids pBBP20 

(ix) MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: Signalpeptid 
LAGE: (22. .84) 

(ix) MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: reifes Peptid 
LAGE: (85. .1209) 



t « 
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SONSTIGE ANGABEN: 

/Produkt="Fusionsprotein aus Bilin-Bindungsprotein, 
Strep-Tag II und Fragment des Phagen- 
Hullproteins pIII" 

/Codon= (Sequenz : "TAG", Aminosaure :Gln) 

(ix) MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: kodierende Sequenz 
LAGE: {85 . .606) 
SONSTIGE ANGABEN: 

/ Pr oduk t = " mature s B i 1 in - B indungspr o t e in " 

(ix) MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: kodierende Sequenz 
LAGE: (607.. 636) 
SONSTIGE ANGABEN: 

/Produkt= "Strep-Tag II-Af f initatsanhangsel" 

(ix) MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: kodierende Sequenz 
LAGE: (637.. 639) 
SONSTIGE ANGABEN: 
/Sonstiges="Amber-Stopcodon" 

(ix) MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: kodierende Sequenz 
LAGE: (640.. 1209) 
SONSTIGE ANGABEN: 

/Produkt="Aminosauren 217-406 des Hullproteins pIII* 



45 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID-NO: 10: 

TCTAGTTAAC GAGGGCAAAA A ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCG ATT 

Met Lys Lys Thr Ala He Ala He 
-21 -20 -15 

GCA GTG GCA CTG GCT GGT TTC GCT ACC GTA GCG CAG GCC GAC GTG 90 
Ala Val Ala Leu Ala Gly Phe Ala Thr Val Ala Gin Ala Asp Val 
-10 -5 -1 1 

TAG CAC GAC GGT GCC TGT CCC GAA GTC AAG CCA GTC GAC AAC TTC 135 
Tyr His Asp Gly Ala Cys Pro Glu Val Lys Pro Val Asp Asn Phe 
5 10 15 

GAC TGG TCC CAG TAC CAT GGT AAA TGG TGG GAA GTC GCC AAA TAG 180 
Asp Trp Ser Gin Tyr His Gly Lys Trp Trp Glu Val Ala Lys Tyr 
20 25 30 

CCC AAC TCA GTT GAG AAG TAC GGA AAG TGC GGA TGG GCT GAG TAC 225 
Pro Asn Ser Val Glu Lys Tyr Gly Lys Cys Gly Trp Ala Glu Tyr 
35 40 45 

ACT CCT GAA GGC AAG AGT GTC AAA GTT TCG AAC TAC CAC GTA ATC 270 
Thr Pro Glu Gly Lys Ser Val Lys Val Ser Asn Tyr His Val He 
50 55 60 
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CAC GGC AAG GAA TAG TTT ATT GAA GGA ACT GCC TAG GGA GTT GGT 315 
His Gly Lys Glu Tyr Phe lie Glu Gly Thr Ala Tyr Pro Val Gly 
65 70 75 

GAG TGG AAG ATT GGA AAG ATC TAG GAG AGG GTG AGT TAG GGA GGT 360 
Asp Ser Lys lie Gly Lys lie Tyr His Ser Leu Thr Tyr Gly Gly 
80 85 90 

GTG AGG AAG GAG AAG GTA TTG AAG GTA GTG TGG ACT GAG AAC AAG 405 
Val Thr Lys Glu Asn Val Phe Asn Val Leu Ser Thr Asp Asn Lys 
95 100 105 

AAG TAG ATC ATC GGA TAG TAG TGG AAA TAG GAG GAG GAG AAG AAG 450 
Asn Tyr He He Gly Tyr Tyr Gys Lys Tyr Asp Glu Asp Lys Lys 
110 115 120 

GGA CAC GAA GAG TTG GTC TGG GTG GTG TGG AGA AGC ATG GTG GTT 495 
Gly His Gin Asp Phe Val Trp Val Leu Ser Arg Ser Met Val Leu 
125 130 135 

ACT GGT GAA GCC AAG AGG GGT GTG GAG AAG TAG GTT ATG GGC TGG 540 
Thr Gly Glu Ala Lys Thr Ala Val Glu Asn Tyr Leu He Gly Ser 
140 145 150 

GGA GTA GTG GAG TGG GAG AAA GTG GTA TAG AGT GAG TTC TCT GAA 585 
Pro Val Val Asp Ser Gin Lys Leu Val Tyr Ser Asp Phe Ser Glu 
155 160 165 

GCC GCC TGG AAG GTC AAC AAT AGC AAC TGG TCT GAG CCG GAG TTC 630 
Ala Ala Gys Lys Val Asn Asn Ser Asn Trp Ser His Pro Gin Phe 
170 175 180 

GAA AAA TAG GGT GGC GGC GGC TCT GGT GGT GGT TCT GGC GGC GGC 675 
Glu Lys Gin Ala Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly 
185 190 195 

TCT GAG GGT GGT GGC TCT GAG GGT GGC GGT TCT GAG GGT GGC GGC 720 
Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly Ser Glu Gly Gly Gly 
200 205 210 

TCT GAG GGA GGC GGT TGG GGT GGT GGC TCT GGT TGG GGT GAT TTT 765 
Ser Glu Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Ser Gly Asp Phe 
215 220 225 

GAT TAT GAA AAG ATG GGA AAG GGT AAT AAG GGG GGT ATG AGC GAA 810 
Asp Tyr Glu Lys Met Ala Asn Ala Asn Lys Gly Ala Met Thr Glu 
230 235 240 

AAT GGC GAT GAA AAC GGG GTA GAG TCT GAG GGT AAA GGC AAA GTT 855 
Asn Ala Asp Glu Asn Ala Leu Gin Ser Asp Ala Lys Gly Lys Leu 
245 250 255 



GAT TCT GTG GCT ACT GAT TAG GGT GCT GGT ATC GAT GGT TTG ATT 900 
Asp Ser Val Ala Thr Asp Tyr Gly Ala Ala He Asp Gly Phe He 
260 265 270 
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GGT GAC GTT TCC GGC CTT GCT AAT GGT AAT GGT GCT ACT GGT GAT 945 
Gly Asp Val Ser Gly Leu Ala Asn Gly Asn Gly Ala Thr Gly Asp 
275 280 285 

TTT GCT GGC TCT AAT TCC CAA ATG GCT CAA GTC GGT GAC GGT GAT 990 
Phe Ala Gly Ser Asn Ser Gin Met Ala Gin Val Gly Asp Gly Asp 
290 295 300 

AAT TCA CCT TTA ATG AAT AAT TTC CGT CAA TAT TTA CCT TCC CTC 1035 
Asn Ser Pro Leu Met Asn Asn Phe Arg Gin Tyr Leu Pro Ser Leu 
305 310 315 

CCT CAA TCG GTT GAA TGT CGC CCT TTT GTC TTT GGC GCT GGT AAA 1080 
Pro Gin Ser Val Glu Cys Arg Pro Phe Val Phe Gly Ala Gly Lys 
320 325 330 

CCA TAT GAA TTT TCT ATT GAT TGT GAC AAA ATA AAC TTA TTC CGT 1125 
Pro Tyr Glu Phe Ser lie Asp Cys Asp Lys lie Asn Leu Phe Arg 
335 340 345 

GGT GTC TTT GCG TTT CTT TTA TAT GTT GCC ACC TTT ATG TAT GTA 1170 
Gly Val Phe Ala Phe Leu Leu Tyr Val Ala Thr Phe Met Tyr Val 
350 355 360 

TTT TCT ACG TTT GCT AAC ATA CTG CGT AAT AAG GAG TCT 1209 
Phe Ser Thr Phe Ala Asn lie Leu Arg Asn Lys Glu Ser 
365 370 375 

TAATAAGCTT 1219 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 11: 

( i ) SEQUENZCHARAKTERI STI KA : 

(A)LANGE: 1380 Basenpaare 
{B)ART; Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Fragment des Plasmids pBBP21 

(ix) MERKMAL.: 

NAME/SCHLUSSEL : Signalpeptid 
LAGE: (22.. 84) 

(ix) MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: reifes Peptid 
LAGE: (85.. 636) 
SONSTIGE ANGABEN: 

/Produkt="Fusionsprotein aus Bilin-Bindungsprotein und 
Strep -Tag II" 

(ix) MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: Signalpeptid 
LAGE: (658.. 717) 



(ix) 



MERKMAL: 



« fl 
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NAME/SCHLUSSEL: reifes Peptid 
LAGE: (718.. 1365) 
S0NSTI6E ANGABEN: 
/Produkt="DsbC- Protein" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 11: 

TCTAGATAAC GAGGGCAAAA A ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCG ATT 4 5 

Met Lys Lys Thr Ala lie Ala He 
-21 -20 -15 

GCA GTG GCA CTG GCT GGT TTC GCT ACC GTA GCG CAG GCC GAC GTG 90 
Ala Val Ala Leu Ala Gly Phe Ala Thr Val Ala Gin Ala Asp Val 
-10 -5 -1 1 

TAG CAC GAC GGT GCC TGT CCC GAA GTC AAG CCA GTC GAC AAC TTC 135 
Tyr His Asp Gly Ala Cys Pro Glu Val Lys Pro Val Asp Asn Phe 
5 10 15 

GAC TGG TCC CAG TAC CAT GGT AAA TGG TGG GAA GTC GCC AAA TAC 180 
Asp Trp Ser Gin Tyr His Gly Lys Trp Trp Glu Val Ala Lys Tyr 
20 25 30 

CCC AAC TCA GTT GAG AAG TAC GGA AAG TGC GGA TGG GCT GAG TAC 225 
Pro Asn Ser Val Glu Lys Tyr Gly Lys Cys Gly Trp Ala Glu Tyr 
35 40 45 

ACT CCT GAA GGC AAG AGT GTC AAA GTT TCG AAC TAC CAC GTA ATC 270 
Thr Pro Glu Gly Lys Ser Val Lys Val Ser Asn Tyr His Val He 
50 55 60 

CAC GGC AAG GAA TAC TTT ATT GAA GGA ACT GCC TAC CCA GTT GGT 315 
His Gly Lys Glu Tyr Phe He Glu Gly Thr Ala Tyr Pro Val Gly 
65 70 75 

GAC TCC AAG ATT GGA AAG ATC TAC CAC AGC CTG ACT TAC GGA GGT 360 
Asp Ser Lys He Gly Lys He Tyr His Ser Leu Thr Tyr Gly Gly 
80 85 90 

GTC ACC AAG GAG AAC GTA TTC AAC GTA CTC TCC ACT GAC AAC AAG 405 
Val Thr Lys Glu Asn Val Phe Asn Val Leu Ser Thr Asp Asn Lys 
95 100 105 

AAC TAC ATC ATC GGA TAC TAC TGC AAA TAC GAC GAG GAC AAG AAG 450 
Asn Tyr He He Gly Tyr Tyr Cys Lys Tyr Asp Glu Asp Lys Lys 
110 115 120 

GGA CAC CAA GAC TTC GTC TGG GTG CTC TCC AGA AGC ATG GTC CTT 495 
Gly His Gin Asp Phe Val Trp Val Leu Ser Arg Ser Met Val Leu 
125 130 135 

ACT GGT GAA GCC AAG ACC GCT GTC GAG AAC TAC CTT ATC GGC TCC 540 
Thr Gly Glu Ala Lys Thr Ala Val Glu Asn Tyr Leu He Gly Ser 
140 145 150 
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CCA GTA GTC GAC TCC CAG AAA CTG GTA TAC AGT GAC TTC TCT GAA 585 
Pro Val Val Asp Ser Gin Lys Leu Val Tyr Ser Asp Phe Ser Glu 
155 160 165 

GCC GCC TGC AAG GTC AAC AAT AGC AAC TGG TCT CAC CCG CAG TTC 630 
Ala Ala Cys Lys Val Asn Asn Ser Asn Trp Ser His Pro Gin Phe 
170 175 180 

GAA AAA TAATAAGCTT CGGGAAGATT T ATG AAG AAA GGT TTT ATG 675 

Glu Lys Met Lys Lys Gly Phe Met 

-20 -15 

TTG TTT ACT TTG TTA GCG GCG TTT TCA GGC TTT GCT CAG GCT GAT 720 
Leu Phe Thr Leu Leu Ala Ala Phe Ser Gly Phe Ala Gin Ala Asp 
-10 -5 -1 1 

GAC GCG GCA ATT CAA CAA ACG TTA GCC AAA ATG GGC ATC AAA AGC 765 
Asp Ala Ala lie Gin Gin Thr Leu Ala Lys Met Gly lie Lys Ser 
5 10 15 

AGC GAT ATT CAG CCC GCG CCT GTA GCT GGC ATG AAG ACA GTT CTG 810 
Ser Asp He Gin Pro Ala Pro Val Ala Gly Met Lys Thr Val Leu 
20 25 30 

ACT AAC AGC GGC GTG TTG TAC ATC ACC GAT GAT GGT AAA CAT ATC 855 
Thr Asn Ser Gly Val Leu Tyr He Thr Asp Asp Gly Lys His He 
35 40 45 

ATT CAG GGG CCA ATG TAT GAC GTT AGT GGC ACG GCT CCG GTC AAT 900 
He Gin Gly Pro Met Tyr Asp Val Ser Gly Thr Ala Pro Val Asn 
50 55 60 

GTC ACC AAT AAG ATG CTG TTA AAG CAG TTG AAT GCG CTT GAA AAA 945 
Val Thr Asn Lys Met Leu Leu Lys Gin Leu Asn Ala Leu Glu Lys 
65 70 75 

GAG ATG ATC GTT TAT AAA GCG CCG CAG GAA AAA CAC GTC ATC ACC 990 
Glu Met He Val Tyr Lys Ala Pro Gin Glu Lys His Val He Thr 
80 85 90 

GTG TTT ACT GAT ATT ACC TGT GGT TAC TGC CAC AAA CTG CAT GAG 1035 
Val Phe Thr Asp He Thr Cys Gly Tyr Cys His Lys Leu His Glu 
95 100 105 

CAA ATG GCA GAC TAC AAC GCG CTG GGG ATC ACC GTG CGT TAT CTT 1080 
Gin Met Ala Asp Tyr Asn Ala Leu Gly He Thr Val Arg Tyr Leu 
110 115 120 

GCT TTC CCG CGC CAG GGG CTG GAC AGC GAT GCA GAG AAA GAA ATG 1125 
Ala Phe Pro Arg Gin Gly Leu Asp Ser Asp Ala Glu Lys Glu Met 

125 130 135 

AAA GCT ATC TGG TGT GCG AAA GAT AAA AAC AAA GCG TTT GAT GAT 1170 
Lys Ala He Trp Cys Ala Lys Asp Lys Asn Lys Ala Phe Asp Asp 
140 145 150 
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GTG ATG OCA GGT AAA AGC GTC GCA CCA GCC AGT TGC GAC GTG GAT 1215 
Val Met Ala Gly Lys Ser Val Ala Pro Ala Ser Cys Asp Val Asp 
155 160 165 

ATT GCC GAC CAT TAG GCA CTT GGC GTC CAG CTT GGC GTT AGC GGT 1260 
He Ala Asp His Tyr Ala Leu Gly Val Gin Leu Gly Val Ser Gly 
170 175 180 



ACT CCG GCA GTT GTG CTG AGC AAT GGC ACA CTT GTT CCG GGT TAC 1305 
Thr Pro Ala Val Val Leu Ser Asn Gly Thr Leu Val Pro Gly Tyr 
185 190 195 



CAG CCG CCG AAA GAG ATG AAA GAA TTC CTC GAC GAA CAC CAA AAA 1350 
Gin Pro Pro Lys Glu Met Lys Glu Phe Leu Asp Glu His Gin Lys 
200 205 210 



ATG ACC AGC GGT AAA TAATTCGCGT AGCTT 1380 
Met Thr Ser Gly Lys 
215 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 12: 



( i ) SEQUENZCHARAKTERISTIKA : 

(A) LANGE: 793 Basenpaare 

(B) ART: Nucleinsaure 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKULS: Fragment des Plasmids pBBP22 



(ix) MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL : Signalpeptid 
LAGE: (22.. 84) 



(ix) MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: reifes Peptid 
LAGE: (85.. 783) 
SONSTIGE ANGABEN: 

/Produkt="Fusionsprotein aus Bilin-Bindungsprotein, 
Strep-Tag II und Albumin- Bindungsdomane" 

(ix) MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: kodierende Sequenz 
LAGS: (85.. 606) 
SONSTIGE ANGABEN: 

/Produkts "matures Bilin-Bindungsprotein" 

(ix) MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: kodierende Sequenz 
LAGE: (607. .636) 
SONSTIGE ANGABEN: 

/Produkt= "Strep-Tag II-Af f initatsanhangsel" 

(ix) MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: kodierende Sequenz 
LAGE: (637 . . 783) 
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SONSTIGE ANGABEN: 

/Produkt="Albumin-Bindungsdomane aus Protein G" 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID-NO: 12: 

TCTAGATAAC GAGGGCAAAA A ATG AAA AAG ACA GCT ATC GCG ATT 45 

Met Lys Lys Thr Ala He Ala He 
-21 -20 -15 

GCA GTG GCA CTG GCT GGT TTC GCT ACC GTA GCG CAG GCC GAC GTG 90 
Ala Val Ala Leu Ala Gly Phe Ala Thr Val Ala Gin Ala Asp Val 
-10 -5 -11 

TAG CAC GAC GGT GCC TGT CCC GAA GTC AAG CCA GTC GAC AAC TTC 135 
Tyr His Asp Gly Ala Cys Pro Glu Val Lys Pro Val Asp Asn Phe 
5 10 15 

GAC TGG TCC CAG TAC CAT GGT AAA TGG TGG GAA GTC GCC AAA TAC 180 
Asp Trp Ser Gin Tyr His Gly Lys Trp Trp Glu Val Ala Lys Tyr 
20 25 30 

CCC AAC TCA GTT GAG AAG TAC GGA AAG TGC GGA TGG GCT GAG TAC 225 
Pro Asn Ser Val Glu Lys Tyr Gly Lys Cys Gly Trp Ala Glu Tyr 
35 40 45 

ACT CCT GAA GGC AAG AGT GTC AAA GTT TCG AAC TAC CAC GTA ATC 270 
Thr Pro Glu Gly Lys Ser Val Lys Val Ser Asn Tyr His Val He 
50 55 60 

CAC GGC AAG GAA TAC TTT ATT GAA GGA ACT GCC TAC CCA GTT GGT 315 
His Gly Lys Glu Tyr Phe He Glu Gly Thr Ala Tyr Pro Val Gly 
65 70 75 

GAC TCC AAG ATT GGA AAG ATC TAC CAC AGC CTG ACT TAC GGA GGT 360 
Asp Ser Lys He Gly Lys He Tyr His Ser Leu Thr Tyr Gly Gly 

80 85 90 

GTC ACC AAG GAG AAC GTA TTC AAC GTA CTC TCC ACT GAC AAC AAG 405 
Val Thr Lys Glu Asn Val Phe Asn Val Leu Ser Thr Asp Asn Lys 
95 100 105 

AAC TAC ATC ATC GGA TAC TAC TGC AAA TAC GAC GAG GAC AAG AAG 450 
Asn Tyr He He Gly Tyr Tyr Cys Lys Tyr Asp Glu Asp Lys Lys 
110 115 120 

GGA CAC CAA GAC TTC GTC TGG GTG CTC TCC AGA AGC ATG GTC CTT 495 
Gly His Gin Asp Phe Val Trp Val Leu Ser Arg Ser Met Val Leu 
125 130 135 

ACT GGT GAA GCC AAG ACC GCT GTC GAG AAC TAC CTT ATC GGC TCC 540 
Thr Gly Glu Ala Lys Thr Ala Val Glu Asn Tyr Leu He Gly Ser 

140 145 150 

CCA GTA GTC GAC TCC CAG AAA CTG GTA TAC AGT GAC TTC TCT GAA 585 
Pro Val Val Asp Ser Gin Lys Leu Val Tyr Ser Asp Phe Ser Glu 

155 160 165 
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GCC GCC TGC AAG GTC AAC AAT AGC AAC TGG TCT CAC CCG CAG TTC 630 
Ala Ala Cys Lys Val Asn Asn Ser Asn Trp Ser His Pro Gin Phe 
170 175 180 

GAA AAA CCA GCT AGC CTG GCT GAA GCT AAA GTT CTG GCT AAC CGT 675 
Glu Lys Pro Ala Ser Leu Ala Glu Ala Lys Val Leu Ala Asn Arg 
185 190 195 

GAA CTG GAC AAA TAG GGT GTT TCC GAC TAC TAG AAA AAC CTC ATC 720 
Glu Leu Asp Lys Tyr Gly Val Ser Asp Tyr Tyr Lys Asn Leu lie 
200 205 210 

AAC AAC GCT AAA ACC GTT GAA GGT GTT AAA GCT CTG ATC GAC GAA 765 
Asn Asn Ala Lys Thr Val Glu Gly Val Lys Ala Leu He Asp Glu 
215 220 225 

ATT CTC GCA GCA CTG CCG TAATAAGCTT 793 
He Leu Ala Ala Leu Pro 
230 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID-NO: 13: 

(i) SEQUENZCHARAKTERISTIKA: 

(A) LANGE: 7 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : synthetisches Peptid 

(ix) MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: sonstige Merkmale 
LAGE: 1 

SONSTIGE ANGABEN: Xaa ist Biotinamidocaproyl 

(ix) MERKMAL: 

NAME/SCHLUSSEL: sonstige Merkmale 
LAGE : 7 

SONSTIGE ANGABEN: C-Terminus ist Amid 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID-N0:13: 



Xaa Ser Pro Thr His Tyr Val 
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